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1 Einleitung 
1.1 Atherosklerose 
1.1.1 Definition und Relevanz  
Der Begriff Atherosklerose umschreibt eine fortschreitende Erkrankung der 
größeren und mittleren muskulösen sowie elastischen Arterien des Körpers durch 
Lipidansammlungen und bindegewebige Veränderungen der Intima bzw. inneren 
Schichten der Media in der Arterienwand. Dies kann im Verlauf der Erkrankung 
infolge einer Lumeneinengung zur Mangeldurchblutung vor allem des Herzens, 
Gehirns oder der Extremitäten und letztendlich auch zum Infarkt dieser Organe 
durch den Verschluss der entsprechenden Gefäße führen 1,2. Prädilektionsorte für 
atherosklerotische Veränderungen sind primär Stellen, die beispielsweise stark 
wechselnden Scherspannungen sowie Fließgeschwindigkeiten des Blutes, aber 
auch Turbulenzen ausgesetzt sind. Dies kann sich negativ auf die Endothelfunktion 
und proatherogen auswirken 3. In den letzten Jahrzehnten konnten durch 
epidemiologische Studien zahlreiche Risikofaktoren für die Entstehung der 
Atherosklerose gefunden werden. Ihre Einteilung erfolgt in die Gruppe der 
Risikofaktoren mit signifikanter genetischer Komponente und die Gruppe der 
weitgehend umweltbedingten Faktoren (Tabelle 1). 
Aufgrund demographischer Veränderungen und Änderungen des Lebensstils in 
den westlichen Industrienationen erlangen laut World Health Report aus dem Jahr 
2002 chronische Erkrankungen in diesen Ländern eine immer wichtigere 
Bedeutung. Zu den rangführenden Krankheiten zählen die kardiovaskulären 
Erkrankungen. Die 2001 veröffentlichte Burden of Disease Studie, die auf einer 
von der World Health Organisation entwickelten Methodologie basiert, ergaben 
die Berechnungen der Krankheitslast eine führende Position von atherosklerotisch 
bedingten Krankheiten, wie der koronaren Herzkrankheit und zerebrovaskulären 
Erkrankungen, auch in Ländern mit niedriger bis hoher Einkommensklasse. 
Insgesamt waren diese Erkrankungen als Ursache für ein Fünftel aller Todesfälle 
weltweit verantwortlich 4. Prognosen bis zum Jahr 2030 deuten darauf hin, dass 
diese vaskulären Erkrankungen auch weiterhin die häufigste Todesursache 
weltweit darstellen werden 5. 
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Tabelle 1: Risikofaktoren der Atherosklerose (modifiziert nach Lusis et al. 2004 6 und Glass and 
Witztum 2001 7) 
RISIKOFAKTOREN 
ÜBERWIEGEND 
GENETISCH 
EXOGEN 
? Hypercholesterinämie 
? Hypertriglyceridämie 
? HDL-Spiegel ⇓ 
? Lipoprotein (a) ⇑ 
? Arterielle Hypertonie 
? Diabetes mellitus Typ II 
? Metabolisches Syndrom 
? Hyperhomocysteinämie 
? Akute-Phase-Proteine ⇑ 
? Übergewicht 
? Geschlecht 
? Alter 
? Rauchen 
? Ernährung 
? Bewegungsmangel 
? Infektionen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1.2 Pathogenese  
Die Wissenschaft fasste die Befunde der letzten Jahrzehnte bezüglich der 
Entstehung und Entwicklung der Atherosklerose in zwei zentralen Hypothesen 
zusammen: 
1973 formulierte und postulierte Russel Ross gemeinsam mit John Glomset 
erstmals die „Response to injury“-Hypothese 8. Diese, inzwischen mehrmals 
modifizierte Hypothese, sieht die Atherosklerose als inflammatorische Erkrankung 
der Gefäßwände, an deren Anfang die endotheliale Dysfunktion infolge einer 
Endothelschädigung steht. Ursächliche Noxen können beispielsweise 
mechanische, immunologische und biochemische Faktoren, aber auch Toxine oder 
Viren sein. Ein weiterer Faktor, den auch Ross später in seine Hypothese aufnahm 
und der 1986 erstmalig vom amerikanischen Nobelpreisträger Joseph Leonard 
Goldstein im Rahmen der „Lipoprotein induced atherosclerosis“-Hypothese 9,10 
beschrieben wurde, ist oxidativ modifiziertes Low Density Lipoprotein (oxLDL), 
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dem inzwischen eine wichtige Bedeutung zugeschrieben wird. Wie in Abbildung 1 
dargestellt, wird durch die Verletzung des Endothels eine inflammatorische 
Reaktion mit erhöhter Adhäsion von Monozyten und T-Lymphozyten 
hervorgerufen. Es folgt eine subendotheliale Migration dieser Zellen mit 
anschließender Rekrutierung von weiteren Monozyten aus der Blutbahn unter 
regulierendem Einfluss von leukozytären Adhäsionsmolekülen und Chemokinen. 
Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Differenzierung der Monozyten zu 
Makrophagen und nachfolgend zur Ausbildung von Schaumzellen durch die 
Aufnahme von in der Intima abgelagertem oxLDL über bestimmte Rezeptoren, wie 
z.B. Scavenger Rezeptoren. Neben den aktivierten Makrophagen und spielen auch 
andere Leukozyten, wie beispielsweise T-Lymphozyten, eine zentrale Rolle im 
weiteren Prozess der Atheroskleroseentstehung. Letztere sind unter anderem für 
die Sekretion verschiedener Zytokine (z.B. Interferon γ oder Tumornekrosefaktor 
α) und Wachstumsfaktoren verantwortlich, die zu einer Zellmigration und 
Proliferation glatter Muskelzellen aus der Media in die Intima führen können und 
darüber hinaus auch die inflammatorischen Vorgänge aufrecht erhalten. Unter 
dem Zusammenspiel von aktivierten Makrophagen bzw. Schaumzellen, T-Zellen 
und glatten Muskelzellen kommt es zur Entwicklung von sogenannten Fettstreifen 
(fatty streaks) in der Intima, die sich als früheste makroskopisch erkennbare 
Läsion häufig bereits bei Kindern nachweisen lassen und aus denen sich später im 
Rahmen des Fortschreitens der Läsion fibröse Plaques ausbilden können. Aufgrund 
einer inflammatorischen Aktivierung eines Plaques kann es schließlich zur 
reaktiven Produktion von Proteasen, Zytokinen und prothrombotischen Faktoren 
durch Makrophagen und T-Zellen kommen. Dies hat zur Folge, dass die fibröse 
Kappe, die den lipidreichen Kern des Plaques bedeckt und eine Abgrenzung zur 
Blutbahn darstellt, durch Zerstörung des Kollagens und gleichzeitiger Hemmung 
des Wachstums von glatten Muskelzellen, in ihrer Stabilität reduziert wird und 
somit den hämodynamischen Kräften nur erschwert standhalten kann. Bei einer 
Ruptur des Plaques und der daraus resultierenden Exposition von thrombogenem 
Material kommt es unter Mitwirkung von Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren 
zur Bildung eines okkludierenden Thrombus, der nachfolgend letztlich akute 
Komplikationen, wie beispielsweise einen Herzinfarkt oder Schlaganfall, durch den 
Verschluss eines Gefäßes auslösen kann 11-13. 
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Abbildung 1: „Response to injury“-Hypothese der Atherosklerose (aus Ross 1995 11). 
Endothelverletzungen unterschiedlichen Ursprungs können zu einer endothelialen Dysfunktion führen, 
in deren Verlauf es unter Einfluss von oxidativ modifiziertem Low Density Lipoprotein (oxLDL) zu einer 
subendothelialen Migration von Monozyten und T-Lymphozyten aufgrund veränderter 
Adhäsionseigenschaften kommt. Die zu Makrophagen differenzierten Monozyten werden nach 
Aufnahme von oxLDL über Scavenger Rezeptoren schließlich zu Schaumzellen. Diese bilden zusammen 
mit T-Lymphozyten und glatten Muskelzellen die sog. Fatty Streaks, die sich progressiv zu fibrösen 
Plaques entwickeln können. Unter einer leukozytär vermittelten Schwächung der fibrösen Kappe eines 
Plaques wird bei einer Ruptur thrombogenes Material aus dem lipidreichen Plaquekern exponiert und 
die Bildung eines Thrombus initiiert, der letztlich über einen Gefäßverschluß zu einem Organinfarkt 
führen kann. Die einzelnen Stufen der Läsionen sind potentiell reversibel. 
1.1.3 Reverser Cholesterintransport 
Beim reversen Cholesterintransport handelt es sich um einen von John Glomset 
1968 erstmalig postulierten Stoffwechselweg des Körpers, der zur Beseitigung 
überschüssigen extrahepatischen Cholesterins dient 14. Dadurch wird Cholesterin 
aus peripherem Gewebe zur Leber transportiert, um dort entweder direkt oder 
nach einer Umwandlung zu Gallensäuren in die Galle und schließlich in den Fäzes 
ausgeschieden zu werden. Dieser Mechanismus ist für die Aufrechterhaltung der 
Cholesterinhomöostase äußerst relevant 15, denn obwohl das Cholesterin einerseits 
eine wesentliche Komponente der Zellmembranen in Säugetieren darstellt, wirkt 
es im Überschuss toxisch auf periphere Zellen, da nur Leberzellen zu dessen 
Katabolismus befähigt sind 16.  
1 Einleitung 13 
Der Cholesterintransport aus den peripheren extrahepatischen Zellen erfolgt über 
High Density Lipoprotein (HDL)-Partikel, die im Plasma als Transportmittel zur 
Leber und als Träger von ungefähr einem Drittel des humanen Plasmacholesterins 
fungieren 17,18. Zu den peripheren Zellen werden auch Makrophagen gerechnet, 
deren Anteil am gesamten Cholesterinefflux zwar recht gering, jedoch in der 
Gefäßwand hinsichtlich atherosklerotischer Erkrankungen von großer Relevanz ist 
19. Eine Verbindung zwischen reversem Cholesterintransport und Atherosklerose 
wurde erstmals in der von Ross und Glomset aufgestellten Hypothese geschaffen, 
in der die Entwicklung atherosklerotischer Läsionen durch eine Störung der 
arteriellen Cholesterinhomöostase nach Endothelschädigung beschrieben wurde 8. 
Später erfolgte eine Erweiterung dieses Konzepts durch Miller und Miller, die das 
Modell der Prävention kardiovaskulärer Erkrankungen über eine Erhöhung von 
HDL, mit dem Ziel, eine Verminderung des Cholesterins in den Arterienwänden zu 
erreichen, vorstellten. Diese heute durch zahlreiche Studien unterstützte Annahme 
basiert dabei auf einer inversen Beziehung zwischen der Konzentration von HDL-
Cholesterin im Plasma und kardiovaskulären Erkrankungen beim Menschen 20,21. 
Periphere Zellen verfügen über mehrere Mechanismen des Cholesterineffluxes. So 
kann das freie unveresterte Cholesterin beispielsweise entlang eines 
Konzentrationsgefälles von der Plasmamembran durch die wässrige Phase zu HDL 
diffundieren 22, wobei dies aber relativ ineffizient zu sein scheint 23. Eine andere 
Möglichkeit stellt der Efflux über SR-BI-Rezeptoren (scavenger receptor class-B 
type I) dar. Bei Mäusen hat dieser Rezeptor außerdem die Aufgabe, 
Cholesterinester selektiv aus HDL in Hepatozyten oder auch Zellen von 
steroidbildendem Gewebe aufzunehmen 24. Bei humanem SR-BI wird eine 
vergleichbare Funktion vermutet 25. Im Gegensatz zum SR-BI-Rezeptor, der einen 
bidirektionalen Cholesterinaustausch zwischen Zelle und extrazellulären 
Akzeptoren vermittelt, fördert der Cholesterinexporter ABCA1 (ATP-binding 
cassette transporter A1) einen unidirektionalen Efflux des Cholesterins aus der 
Zelle und stellt den wohl bedeutendsten Mechanismus bezüglich seiner möglichen 
antiatherogenen Funktion dar 26.  
Am reversen Cholesterintransport ist eine Vielzahl an Zell- und Plasmaproteinen 
beteiligt 27. Ein wichtiges Protein stellt in diesem Zusammenhang das lipidfreie 
bzw. -arme Apo A-I (Apolipoprotein A-I) dar, das mit ca. 70 % den 
Hauptbestandtteil des HDLs ausmacht 18. Wie in Abbildung 2 dargestellt, kann 
dieses auch als Prä-β HDL bekannte Protein von Leber- und Darmzellen sezerniert 
sowie aus Oberflächenmaterial von Chylomikronen oder HDL2 zurückgewonnen 
werden 28-30. 
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Abbildung 2: Die Rolle von HDL im reversen Cholesterintransport (aus Mahley et al. 2006 16). Bei 
diesem Mechanismus wird überschüssiges Cholesterin aus peripheren Zellen, wie z.B. auch 
Makrophagen, entweder neu an Zellen, die Cholesterin benötigen verteilt oder zur Leber transportiert 
und anschließend ausgeschieden. Dazu erfolgt die Bildung von Prä-β-HDL als HDL-Vorläufer in Leber 
und Darm (Apo A-I/PL/FC) oder wird aus dem Oberlächenmaterial von lipolysierten Chylomikronen 
bereitgestellt (a, b, c). Über Prä-β-HDL, HDL3 und HDL2 kann nun Cholesterin für den reversen 
Cholesterintransport aufgenommen werden. Apolipoprotein E (Apo E) ermöglicht HDL2-Partikeln eine 
Ausweitung durch die Anreicherung von Cholesterinestern im Kern. Zuvor findet die Umwandlung von 
Cholesterin zu Cholesterinestern mittels der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) statt. Größere 
HDL-Partikel (HDL2 oder HDL1), die Apo E enthalten sind in der Lage, Cholesterin direkt über LDL-
Rezeptoren an die Leber abzugeben. 
CE: cholesterol ester, CETP: cholesterol ester transfer protein, FC: free cholesterol, HDL: high density 
lipoprotein, HDL-E: HDL with apo E, LDL: low density lipoprotein, LDLR: LDL receptor, PL: 
phospholipid, SR-BI: scavenger receptor class-B type I, Tg: triglyceride, VLDL: very low density 
lipoprotein 
Durch den ABCA1-Transporter, der auf fast allen peripheren Zellen exprimiert ist, 
werden freies unverestertes Cholesterin und Phospholipide auf die Vorläufer des 
HDLs übertragen und diskoidales naszierendes HDL gebildet 31,32. Nach 
Veresterung des freien Cholesterins durch die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase 
(LCAT), sammeln sich Cholesterinester im hydrophoben Kern der HDL-Partikel an, 
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was diese zu sphärischen Partikeln konvertiert. Die anhaltende Aktivität von LCAT 
führt zu einer Vergrößerung der Kern- und Partikelgröße und schließlich zur 
Ausbildung des an Apo E reichen HDL3 
33,34. Der weitere Transfer der 
Cholesterinester folgt nun über den SR-BI-Rezeptor in die Leber oder auf andere 
Lipoproteine mittels des Cholesterinester-Transferproteins (CETP). Auf LDL 
übertragene Cholesterinester können nachfolgend durch Endozytose der LDL-
Partikel über LDL-Rezeptoren in Hepatozyten aufgenommen werden. Dort werden 
die Cholesterinester zu Cholesterin und freien Fettsäuren hydrolysiert. 
Nachfolgend wird das Cholesterin entweder direkt in die Galle sezerniert, zu 
Gallensäuren umgewandelt oder gelangt z.B. mit VLDL erneut in den Kreislauf 32. 
Eine Regeneration von Apo A-I findet dabei über die Delipidierung von reifen HDL-
Partikeln durch das Cholesterinester-Transferprotein (CETP), Phospholipid-
Transferprotein (PLTP) und die hepatische Lipase (HL) statt 35-37. 
1.1.4 Cholesterinexporter ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1)  
Die ABC-Transporter (ATP-binding cassette transporter) stellen die größte 
Proteinfamilie von Membrantransportern in prokaryotischen und eukaryotischen 
Organismen dar. Im humanen Genom wurden bisher 48 verschiedene ABC-Gene 
beschrieben, deren Einteilung nochmals in 7 Subfamilien von ABCA bis ABCG 
erfolgt 38,39. Zur Aufrechterhaltung des vektoriellen Transports ihrer 
unterschiedlichsten Substrate sowohl über die Plasmamembran als auch über 
intrazelluläre Membranen von Zellorganellen, beziehen die meisten ABC-Proteine 
die dafür erforderliche Energie über die Bindung und Hydrolyse von ATP 39,40. 
Strukturell besteht die Mehrheit der ABC-Membranproteine aus zwei 
Transmembrandomänen und zwei ATP-Untereinheiten, die entweder als 
Volltransporter in einem einzigen Molekül oder als Halbtransporter in zwei 
dimerisierten Proteinuntereinheiten vorliegen 41. Mutationen der ABC-Gene 
verursachen vielfältige Erkrankungen des Menschen, wie beispielsweise die 
zystische Fibrose, Adrenoleukodystrophie oder Störungen des Lipidstoffwechsels 
18,42.  
Über die Erforschung des Morbus Tangier und der Entdeckung einer Genmutation 
des ABCA1-Transporters als Ursache für diese Erkrankung, konnte dessen 
wichtige Bedeutung für den Cholesterinmetabolismus als 
geschwindigkeitsbestimmender Transporter des Cholesterineffluxes aus 
peripheren Zellen nachgewiesen werden 43-45. Beim Morbus Tangier handelt es sich 
um eine seltene Erkrankung, die durch sehr niedrige HDL-Plasmakonzentrationen 
und die Akkumulation von Cholesterin bzw. Cholesterinestern in Makrophagen 
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zahlreicher Gewebe des Körpers gekennzeichnet ist 46. Der Cholesterin- und 
Phospholipidefflux auf Apo A-I ist bei Fibroblasten und Makrophagen von 
Patienten mit dieser Krankheit deutlich reduziert 46,47. Ähnliche Befunde aufgrund 
einer Mutation des ABCA1-Gens konnten am Tiermodell der sogenannten 
Wisconsin Hypoalpha Mutant (WHAM)-Hühner beobachtet werden 48. Da zwischen 
der Plasmakonzentration des HDL-Cholesterins und der Inzidenz kardiovaskulärer 
Erkrankungen eine umgekehrte Korrelation besteht 49,50, liegt Schätzungen zufolge 
die Prävalenz für solche Krankheiten bei homozygoten Tangier-Patienten um ein 
Sechsfaches höher als bei Gesunden 51. Selbst bei Vorliegen einer Heterozygotie 
läßt sich eine Intima-Mediaverdickung als Ersatzmarker für die Atherosklerose 
feststellen 52. Obwohl die Identifikation des ABCA1-Proteins erst 1994 erfolgte 53, 
wurde schon 20 Jahre zuvor der HDL-vermittelte Cholesterinefflux aus Zellen über 
einen durch Cholesterin induzierbaren Transporter vermutet 54. Der ABCA1-
Transporter ist ein aus 2261 Aminosäuren bestehendes integrales 
Membranprotein, das, entsprechend den übrigen ABC-Proteinen, ATP als 
Enegiequelle für den Transport von Lipiden durch die Membran nutzt 39,40,55. Als 
Volltransporter setzt sich ABCA1 aus zwei Tandemwiederholungen der gleichen 
Proteinsequenz zusammen 55. Wie in Abbildung 3 dargestellt, umfasst jede Hälfte 
sechs transmembrane Helices, eine intrazelluläre Nukleotidbindungsdomäne 
(NBD), die zwei, als Walker A und B bekannte, Peptidmotive zur Verwertung von 
ATP enthält bzw. ein Walker C-Motiv als weitere, für ABC-Transporter spezifische, 
Domäne 41. Außerdem besteht die Vermutung, dass ABCA1 einen in Richtung des 
Zytosols ausgerichteten NH2-Terminus und zwei große, stark glykosylierte, 
extrazelluläre Peptidschleifen besitzt, die durch mindestens eine Disulfidbrücke 
verbunden sind 55,56.  
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Abbildung 3: Topologisches Modell von ABCA1 (aus Oram and Heinecke 2005 32). Die Struktur des 
Volltransporters ABCA1 setzt sich aus zwei Polypeptidhälften zusammen, die wiederum jeweils aus 
sechs transmembranösen Helices, einer Nukleotidbindungsdomäne (NBD-1/2) mit den stark 
konservierten Peptidmotiven Walker A/B und der für ABC-Transporter spezifischen Walker C-Domäne 
aufgebaut sind. Durch Y sind vermutliche Glykosylierungsstellen und durch S-S eine 
Disulfidbrückenbindung dargestellt. 
 
ABCA1 wird praktisch ubiquitär in den verschiedensten Geweben des Körpers, wie 
z.B. Leber, Lunge, Plazenta, Dünndarm oder Magen, exprimiert. Die höchste 
Expression konnte jedoch in mit Cholesterin beladenen Makrophagen 
nachgewiesen werden 57. Verschiedene Studien konnten die Funktion dieses 
Transporters als Vermittler des zellulären Cholesterin- und Phospholipideffluxes 
auf Akzeptoren, wie beispielsweise Apo A-I und E bis hin zur Bildung von 
naszierendem HDL bzw. Prä-β-HDL, belegen 58-60. Die Genexpression von ABCA1 
kann unter anderem durch modifiziertes LDL 61, cAMP 62,63 oder Oxycholesterole 64 
induziert werden. Dazu ist die Aktivierung von LXR/RXR-Heterodimeren (1.1.5) 
und deren Bindung an das entsprechende LXR Response Element (1.1.5) im 
Promotorbereich von ABCA1 erforderlich 65,66. Mögliche Faktoren mit 
inhibierender Wirkung auf ABCA1 sind noch spärlich erforscht, es konnte jedoch 
eine Herunterregulation des Transporters und auch eine Reduktion des über 
Apolipoprotein A-I vermittelten Cholesterin- und Phospholipideffluxes nach 
Aktivierung von peritonealen Makrophagen aus Mäusen durch Interferon γ gezeigt 
werden 67. Der bisher postulierte Mechanismus des zellulären Lipideffluxes sieht 
für ABCA1 eine Translokaseaktivität vor 18. Danach kommt es, wie in Abbildung 4 
gezeigt, zunächst zur passiven Akkumulation überschüssigen Cholesterins und 
auch von Phospholipiden im Bereich der inneren Plasmamembran, wo das 
Cholesterin für Apolipoproteine nicht direkt erreichbar ist. Es muss deshalb auf 
das äußere Blatt der Plasmamembran transloziert werden. Die beiden 
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vorhandenen Transmembrandomänen bilden zwei Halbzylinder, die wiederum 
einen Raum aufspannen, in den der laterale innere Lipidzustrom erfolgt. Aufgrund 
der Bindung von ATP wird nun eine Dimerisation der beiden 
Nukleotidbindungsdomänen und eine Konformationsänderung der Kammer 
bewirkt, wodurch die dort eingeschlossenen Lipide mittels einer ruckartigen Flip-
Bewegung zur äußeren Membran befördert werden. Die Lipide werden nun aus 
dem Transmembranraum in cholesterinreiche Domänen auf der Zelloberfläche 
ausgestoßen. Apolipoproteine nehmen nachfolgend die Lipide unter Bildung von 
naszierendem HDL auf. Schließlich findet eine Dissoziation zwischen ADP und den 
Nukleotidbindungsdomänen statt, woraufhin die Struktur des 
Transmembranraums von ABCA1 wieder seine ursprüngliche Konformation 
annimmt und dadurch zur erneuten Aufnahme von Substraten befähigt ist 32,68. 
 
                        
Abbildung 4: Modell für die Vermittlung des Lipidtransports über ABCA1 und Apolipoproteine (aus 
Oram 2003 68). Überschüssiges Cholesterin befindet sich innerhalb von Phospholipiddomänen der 
inneren Plasmamembran. Anschließend erfolgt der Transport von Cholesterin und Phospholipiden 
durch ABCA1 in dessen Transmembranraum. Über eine hochschnellende Bewegung werden die Lipide 
von dort aus in den äußeren Bereich der Plasmamembran befördert und ausgestoßen. Schließlich 
solubilisiert lipidarmes Apo A-I diese an der Zelloberfläche befindlichen Lipiddomänen unter Bildung 
von diskoidalen naszierenden HDL-Partikeln.  
 
Außer in der Plasmamembran von Zellen ist ABCA1 auch in intrazellulären 
Kompartimenten lokalisiert. Dies könnte eine Schlüsselrolle bei der Vermittlung 
des intrazellulären Cholesterintransports an die Zelloberfläche und dem Efflux aus 
der Zelle spielen 69. Die wichtige Bedeutung des ABCA1-Transporters für den 
reversen Cholesterintransport und die Atherosklerose konnte inzwischen durch 
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eine Vielzahl an Modellen mit genetisch manipulierten Mäusen belegt werden. So 
weisen ABCA1-Knock-Out-Mäuse, ähnlich wie an Morbus Tangier erkrankte 
Patienten, reduzierte HDL-Konzentrationen im Plasma auf und zeigen außerdem 
aufgrund des verminderten zellulären Cholesterineffluxes signifikante 
Akkumulationen von lipidbeladenen Makrophagen in den verschiedensten 
Körpergeweben 70,71. Weitere Versuche an Mäusen lassen darauf schließen, dass 
für die Produktion von HDL vor allem die hepatische ABCA1-Expression eine 
übergeordnete Rolle spielt, während Makrophagen nur einen geringen Einfluss auf 
die HDL-Konzentrationen zu haben scheinen. So führt beispielsweise die 
systemische oder hepatische Überexpression von ABCA1 zu erhöhten HDL-
Plasmaspiegeln 72,73, während aus einer selektiven hepatischen Defizienz von 
ABCA1 deutlich reduzierte HDL-Konzentrationen resultieren 74. Im Gegensatz dazu 
wird das HDL durch eine selektive Expression oder Inaktivierung von ABCA1 in 
Makrophagen nur gering oder gar nicht beeinflusst 75. Hinsichtlich der 
Atherosklerose scheinen die Makrophagen jedoch dennoch eine entscheidende 
Rolle zu spielen. Experimente an Apo E- oder LDLR-defizienten Mäusen (Apo E-/-- 
bzw. LDLR-/-), deren ABCA1-Expression in Makrophagen selektiv inaktiviert wurde, 
zeigten eine fortschreitende atherosklerotische Entwicklung 76. 
1.1.5 Nukleäre Transkriptionsfaktoren LXR (liver X receptors) 
Bei den seit nunmehr über einem Jahrzehnt bekannten Liver X-Rezeptoren (LXRs) 
handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die der übergeordneten Familie der 
nukleären Hormonrezeptoren zuzuordnen sind und deren Aktivierung durch 
Bindung bestimmter Liganden erfolgt 77. Bisher konnten LXRα und LXRβ als 
Isoformen der Liver X-Rezeptorfamilie identifiziert werden, wobei LXRβ ubiquitär 
exprimiert wird, während sich die höhere Expression von LXRα vor allem auf 
Organe, wie Leber, Darm, Nieren, aber auch das Fettgewebe und Makrophagen, 
beschränkt 78. Trotz der Kodierung durch unterschiedliche Gene besteht zwischen 
diesen beiden Transkriptionsfaktoren ein hoher Grad an Homologie innerhalb der 
für die Ligandenbindung zuständigen Domänen ebenso wie bezüglich der 
endogenen Liganden, die zu einer Aktivierung führen. Als solche putativen 
Liganden gelten bislang in physiologischen Konzentrationen natürlich 
vorkommende oxidierte Cholesterinderivate, wie beispielsweise 22(R)-, 24(S)- und 
27-Hydroxycholesterol oder 24(S)-, 25-Epoxycholesterol 79-81. Inzwischen wurden 
aber auch einige synthetische nichtsteroidale LXR-Agonisten entwickelt 82. Liver X-
Rezeptoren sind zur Bildung obligatorischer Heterodimere mit einer weiteren Art 
von nukleären Rezeptoren, den sogenannten Retinoid X-Rezeptoren (RXRs), 
befähigt 78,83. Auch für diese Rezeptoren existieren mehrere Isoformen (RXRα, 
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RXRβ, RXRγ), wobei jedoch nur RXRα und RXRβ in Geweben, die mit dem 
enterohepatischen Kreislauf in Verbindung stehen, nachgewiesen wurden 84. Als 
Agonist fungiert hierbei 9-cis RA (9-cis retinoic acid) 85. Die Bindung der 
entsprechenden Liganden an einen der Partner bzw. Rezeptor des Heterodimers 
kann zwar zu einer gewissen Aktivierung der Transkription führen, jedoch wird 
eine maximale Aktivierung erst durch die Bindung der jeweiligen Agonisten an 
beide Rezeptoren erreicht 86. Wie in Abbildung 5 dargestellt, erkennen die 
LXR/RXR-Heterodimere im Nukleus das LXR Response Element (LXRE), eine 
spezifische Sequenz in der Promotorregion der Zielgene, und binden daran 78. 
Durch die Anwesenheit der Liganden kommt es zu einer Komplexbildung zwischen 
dem Heterodimer und einem Koaktivatorprotein, das eine Aktivierung der 
Transkription des jeweiligen Zielgens bewirkt. Ohne Liganden komplexieren die 
Heterodimere mit Korepressoren, die umgekehrt zu einer transkriptionellen 
Repression der Zielgene führen 87. 
 
 
Abbildung 5: Darstellung der LXR-Rezeptoraktivierung durch Oxycholesterole und Induktion der 
Zielgenexpression (aus Zelcer and Tontonoz 2006 88). Im Nukleus binden LXR/RXR-Heterodimere an 
LXREs in der Promotorregion der Zielgene und befinden sich in Komplexen mit Korepressorproteinen. 
Nach Bindung entsprechender Liganden für LXR erfolgt die Zielgenaktivierung durch eine 
Komplexbildung mit Koaktivatorproteinen.  
 
Bei bestimmten Genen (z.B. proinflammatorische Zytokine), deren Promotoren 
kein LXRE enthalten, führt die Aktivierung der LXR-Rezeptoren durch Liganden zu 
einer Inhibition der Transkription der Promotoren. Diese noch wenig verstandene 
Erscheinung wird auch als Transrepression bezeichnet 88. Über die Regulation der 
entsprechenden Gene greifen Liver X-Rezeptoren als Schlüsselregulatoren in den 
Lipidstoffwechsel, einschließlich des Steroltransports und der 
Fettsäurebiosynthese, ein 89 (Abbildung 6). Zahlreiche Ergebnisse deuten darauf 
hin, dass diesen Rezeptoren auch eine Funktion als Cholesterinsensoren zukommt 
90. Die Studien der letzten Jahre weisen den Liver X-Rezeptoren außerdem eine 
zentrale Rolle im Bereich der Inflammation, der angeborenen Immunantwort 91 
und im Glucosestoffwechsel 89 zu. Über eine Autoregulationsschleife ist LXRα 
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überdies zur Induktion der eigenen Expression in der Lage, wie Versuche mit 
humanen Makrophagen zeigten 92,93. 
 
          
Abbildung 6: Zielgene der Liver X-Rezeptoren und ihre Funktion in der Cholesterinhomöostase und der 
Lipogenese (aus Tontonoz and Mangelsdorf 2003 90) 
C: cholesterol, TG: triglyceride, ABC: ATP binding cassette transporter (Isoformen A1, G1, G5, G8), Apo 
E/C: apolipoprotein A/C, CETP: cholesterol ester transfer protein, CYP7A1: cytochrome P450 (Isoform 
7A1- cholesterol 7α-hydroxylase), FAS: fatty acid synthase, HDL: high density lipoprotein, LPL: 
lipoprotein lipase, PLTP: phospholipid transfer protein, SCD-1: steroyl coenzyme A desaturase, SREBP-
1c: sterol regulatory element binding protein 1c, VLDL: very low density lipoprotein  
 
Versuche an Mäusen legen die Vermutung nahe, dass von den beiden Isoformen 
des Liver X-Rezeptors vorwiegend das LXRα im hepatischen Lipidstoffwechsel eine 
zentrale Rolle spielt. Trotz funktioneller Überschneidungen existieren 
wahrscheinlich somit für LXRα und LXRβ eine Reihe unterschiedlicher Zielgene 
und daraus resultierende separate Funktionen 86. Diese Annahmen basieren unter 
anderem auf Experimenten mit LXRα-defizienten Mäusen (LXRα-/-), die bei 
Fütterung mit stark cholesterinhaltiger Nahrung reaktiv zur Induktion der 
Gentranskription der Cholesterin-7α-Hydroxylase (CYP7A1) nicht fähig waren. Bei 
CYP7A1 handelt es sich um ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym, das an der 
Synthese von Gallensäuren beteiligt ist. Aufgrund dieses Defekts entwickelten die 
LXRα-/--Mäuse eine rasche, massive Leberverfettung mit einer Funktionsstörung 
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der Leber und Verlust der Fähigkeit, das überschüssige Cholesterin aus der 
Nahrung zu Gallensäuren zu verstoffwechseln und auszuscheiden. Ferner konnte 
eine veränderte Regulation von weiteren wichtigen Genen des Lipidstoffwechsels 
beobachtet werden 94. Mittels Kotransfektionsversuchen konnte für das LXRE von 
CYP7A1 außerdem eine stärkere Funktion als Response Element auf LXRα im 
Vergleich zu LXRβ nachgewiesen werden 80. Die Vermutung separater Funktionen 
der beiden LXR-Isoformen konnte auch durch weitere Studien untermauert 
werden: Versuche an LXRα-/--Mäusen zeigten unter Fütterung mit 
cholesterinreicher Nahrung schwere phänotypische Veränderungen der Leber, 
während bei LXRβ-/--Mäusen keinerlei Auswirkungen beobachtet werden konnten 
95. Die Studien der vergangenen Jahre lieferten nicht nur zahlreiche Hinweise auf 
die Beteiligung von LXR-Rezeptoren an der Regulation des Cholesterin- und 
Fettsäurestoffwechsels in multiplen Geweben und Makrophagen, sondern stellten 
auch ihre mögliche Bedeutung für die Entwicklung von Stoffwechselerkrankungen, 
wie z.B. der Hyperlipidämie oder Atherosklerose, über Signalkaskaden heraus 90.  
In Experimenten an Mäusen mit nichtsteroidalen LXR-Agonisten konnte eine 
wirkungsvolle Hemmung der Cholesterinresorption erreicht und der reverse 
Cholesterintransport aus peripheren Geweben gefördert werden. In 
Übereinstimmung mit diesem Effekt wurde auch die Expression von ABCA1 als 
wichtigem Cholesterinexporter und LXR-Zielgen in Darm und Makrophagen 
induziert. Über die Aktivierung des permissiven LXR/RXR-Heterodimers durch den 
Einsatz eines RXR-Liganden erfolgte außerdem eine Erhöhung des HDL-
Plasmaspiegels 66. Die Fähigkeit von LXR-Agonisten zur Steigerung der HDL-
Konzentration im Plasma beruht vermutlich auf dem durch ABCA1 initiierten 
reversen Cholesterintransport 65. Die Entfernung des Cholesterins über diesen 
Mechanismus könnte hinsichtlich der Reversion der Atherogenese wichtig sein, da 
es bei einer Hypercholesterinämie zu einer Anhäufung großer Mengen von 
Cholesterinestern in Monozyten der Arterienwand kommt 1. Die Cholesterinester 
leiten sich hierbei vor allem von oxidiertem LDL ab, das von den Monozyten 
aufgenommen wird 7. Beim Einsatz von LXR-Agonisten musste andererseits auch 
eine Erhöhung der Triglycerid-Konzentration im Plasma durch die wahrscheinliche 
Aktivierung des für die Lipogenese relevanten SREBP-1-Proteins (sterol regulatory 
element-binding protein 1) durch LXR verzeichnet werden 96. Weitere Hinweise auf 
die Relevanz der Liver X-Rezeptoren lieferten auch Versuche an zur 
Atherosklerose neigenden Apo E- und LDL-Rezeptor-defizienten (Apo E-/-, LDLR-/-) 
Mäusen, bei denen ebenfalls eine Behandlung mit LXR-Liganden durchgeführt 
wurde. Bei diesen Tieren konnte die Ausdehnung der atherosklerotischen Läsionen 
um annähernd 50 % reduziert werden 97. Im Gegensatz dazu ergab sich bei Apo E-/-
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- bzw. LDLR-/--Mäusen nach der Durchführung einer Knochenmarktransplantation 
mit LXRαβ-/--Mäusen als Spender eine deutliche Zunahme der Läsionen im Rahmen 
der Atherosklerose. Die Transplantation des Knochenmarks diente bei dieser 
Versuchsdurchführung der spezifischen Entfernung von LXR in Makrophagen 98. 
Das Apolipoprotein E (Apo E) spielt eine wichtige Rolle in Verbindung mit dem 
Cholesterinefflux aus Makrophagen. So konnte an Mäusen mit überexprimiertem 
Apo E in Makrophagen eine signifikante Verminderung der Ausbildung von 
atherosklerotischen Läsionen festgestellt werden, während sich die Anfälligkeit für 
diese bei Mäusen mit fehlendem Apo E steigern ließ 99. Zusammenfassend kommt 
den Makrophagen aufgrund ihrer Funktion innerhalb des Lipidstoffwechsels und 
inflammatorischer Prozesse bezüglich der Atherogenese eine erhebliche Relevanz 
zu, besonders unter dem Aspekt der möglichen Beeinflussung dieser Faktoren 
durch LXR-Agonisten 91.  
In diesem Zusammenhang ist auch PPAR (peroxisome proliferator-activated 
receptor) als weiterer nukleärer Rezeptor 100 von Bedeutung. Auch dieser in 
mehreren Isoformen existierende Rezeptor (PPARα, PPARβ/δ, PPARγ) kann, wie 
LXR, obligate Heterodimere mit RXR bilden 101. Als physiologische Liganden 
werden für PPAR Fettsäuren oder deren Derivate vermutet, da in Versuchen 
gezeigt werden konnte, dass eine Reihe gesättigter oder ungesättigter langkettiger 
Fettsäuren und lipidähnlicher Verbindungen eine PPAR-Aktivierung bewirken 102. 
Die Aktivierung von PPARγ führt über eine Bindungsstelle für PPAR in der LXRα-
Promotorregion zu einer direkten Expressionssteigerung von humanem sowie auch 
murinem LXRα. Aus dieser Interaktion der beiden Transkriptionsfaktoren 
resultieren additive Effekte hinsichtlich der Expression von ABCA1 und des 
reversen Cholesterintransports in Makrophagen 103. Auch für PPARα wurden 
stimulierende Wirkungen bezüglich der Expression von LXRα und dem 
nachfolgenden, durch die Induktion von ABCA1 bedingten, Cholesterinefflux 
beschrieben 104. Bei an Atherosklerose erkrankten Apo E-/-- bzw. LDLR-/--Mäusen 
konnte unter der Behandlung mit RXR- oder PPARγ-Agonisten eine deutlicher 
Rückgang der atherosklerotischen Läsionen erreicht werden 105,106. Auch bezüglich 
der Regulation des Fettsäuremetabolismus spielen LXR- und PPAR-Rezeptoren 
eine entscheidende Rolle, da LXR-Rezeptoren die Expression des für die 
Fettsäuresynthese relevanten SREBP-1c aktivieren 107 und speziell PPARα die 
Expression von Genen fördert, die für die β-Oxidation von Fettsäuren und somit die 
Fettsäuredegradation zuständig sind 108. Neuere Ergebnisse zeigen des Weiteren 
eine Suppression der Promotoraktivität von SREBP-1c über LXREs in der SREBP-
1c-Promotorregion durch PPAR-Rezeptoren, wobei diese Wirkung wahrscheinlich 
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auf eine Kompetition von PPARα um RXR bei der Heterodimerbildung 
zurückgeführt werden kann 109. 
1.2 Sterole 
1.2.1 Oxycholesterole 
Außer Steroidhormonen haben sich weitere Derivate und Analoga des Cholesterins 
als biologisch relevant herausgestellt. Als Oxysterole wurden historisch oxidierte 
Derivate des Cholesterins bezeichnet, die an zahlreichen biologischen Prozessen 
beteiligt sind 110. Diese Derivate werden heute zur Abgrenzung von den später zu 
diskutierenden Oxyphytosterolen besser als Oxycholesterole bezeichnet. Sie 
beeinflussen beispielsweise inflammatorische Vorgänge im Rahmen der 
Entwicklung atherosklerotischer Läsionen 111 und die zelluläre Regulation der 
Cholesterinhomöostase 112, sind aber auch wichtig für den Cholesterinexport aus 
dem ZNS 113,114. Die wichtigste und bisher am genauesten beschriebene Rolle 
kommt ihnen aber in ihrer Funktion als Zwischen- oder Endprodukte der zellulären 
Cholesterinexkretion zu 115. 
Oxycholesterole können teilweise exogen über die Nahrung aufgenommen werden 
oder aber endogen im Körper selbst entstehen 116. Exogene Quellen für 
Oxycholesterole sind cholesterinreiche Lebensmittel, wie beispielsweise Eier, 
Fleisch 117 oder Milchprodukte 118, in denen es während der Verarbeitung oder 
Lagerung (Hitze, Licht, Kühlung) zu Autoxidationsprozessen des Cholesterins 
kommt 116. Im Gegensatz zur chemischen Autoxidation können bestimmte 
endogene Oxycholesterole auch durch spezifische Enzyme gebildet werden 
(Abbildung 7). Quantitativ stellen 4β-, 7α-, 24(S)- und 27-Hydroxycholesterol die 
wichtigsten mittels Cholesterin-Hydroxylasen generierten Oxycholesterole im 
menschlichen Organismus dar 115,119. 7α-Hydroxycholesterol kann neben der 
enzymatischen Oxidation auch als Razemat bei der Autoxidation entstehen. 
Dagegen konnte beim autoxidativ entstehenden 7β-Hydroxycholesterolanteil eine 
enzymatische Bildung bisher noch nicht definitiv geklärt werden 119,120. 7α-
Hydroxycholesterol ist ein zentrales Zwischenprodukt im klassischen 
Stoffwechselweg der Gallensäurebiosynthese, während es sich beim 27-
Hydroxycholesterol um ein Zwischenprodukt des alternativen Biosynthesewegs der 
Gallensäuren handelt 121,122. Letzterer macht vermutlich einen Anteil von ungefähr 
5 -10 % der gesamten Gallensäureproduktion aus 123,124. 
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24(S)-Hydroxycholesterol wird fast ausschließlich im zentralen Nervensystem 
gebildet. Erhöhte Plasmaspiegel dieses Oxycholesterols konnten bereits mit 
neuronalen Erkrankungen, wie z.B. dem Morbus Alzheimer, in Verbindung 
gebracht werden 125. 25-Hydroxycholesterol ist nur in geringen Mengen im Plasma 
vorhanden und kann entweder über Autoxidation oder über die Cholesterol-25-
Hydroxylase entstehen 119. Dieses Oxycholesterol inhibiert die 
Cholesterinbiosynthese 126 und die LDL-Rezeptorexpression 120. Die Herstellung 
von 7-Ketocholesterol ist außer über Autoxidation ebenfalls aus 7α-
Hydroxycholesterol mittels enzymatischer Dehydrogenierung möglich. 7-
Ketocholesterol hat sich für Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen 
als toxisch erwiesen 120. Die Bildung der isomerischen 5α,6α- und 5β,6β-
Epoxycholesterole erfolgt durch viele, inzwischen genau definierte 
Oxidationsmittel (inklusive der Luftoxidation), Lipoxygenasen aus Sojabohnen und 
mikrosomale Lipidperoxidationssysteme der Leber in vitro 127. Beide Isomere 
wurden in humanen Geweben und Nahrungsmitteln nachgewiesen 115,128 und in 
vitro durchgeführte Bioassays gaben Hinweise auf deren zytotoxische Wirkung 115.  
 
Abbildung 7: Schema der wichtigsten Oxidationsmöglichkeiten des Cholesterins (aus Bjorkhem 2002 
129). Außer beim 25-Hydroxycholesterol, dessen Oxidation durch die Cholesterol-25-Hydroxylase, ein 
sogenanntes Non-heme Iron Protein (Nicht-Häm-Eisen-Protein), katalysiert wird, erfolgt die 
Vermittlung der übrigen Reaktionen entweder durch verschiedene Arten von Cytochrom P450 oder 
nichtenzymatisch in Anwesenheit von ROS (reactive oxygen species). Die quantitativ bedeutendsten 
Oxycholesterole im menschlichen Körper sind unterstrichen dargestellt. 
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Oxycholesterole im Allgemeinen, besonders jedoch diejenigen mit zusätzlichen 
sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen in der steroidalen Seitenkette, können 
leicht aus Zellen transportiert werden. Da es ihnen möglich ist, die Zellmembran 
im Vergeich zum Cholesterin viel schneller zu passieren, stellt die Bildung von 
Oxycholesterolen einen Mechanismus zur erleichterten Ausschleusung von 
überschüssigem Cholesterin extrahepatischen Ursprungs dar. Für diesen Vorgang 
sind vor allem an Position 24 oder 27 der Seitenkette oxidierte Oxycholesterole 
von Bedeutung. Nach ihrem Eintritt in den Blutkreislauf erfolgt die schnelle 
Aufnahme in die Leber und die weitere Oxidation zu Gallensäuren oder 
wasserlöslichen Metaboliten 123,129. Dieser Mechanismus kann als alternative 
Möglichkeit zum klassischen reversen Cholesterintransport, der über ABC-
Transporter und HDL vermittelt wird, angesehen werden 130. Gleichzeitig konnte 
anhand einer Kristallstrukturanalyse des LXRα/RXR-Heterodimers gezeigt werden, 
dass die Anwesenheit einer Hydroxylgruppe an Position 22, 24 oder 27 der 
Cholesterinseitenkette wichtig für die Bindung an LXR ist 131. Demzufolge wurde 
vermutet, dass es sich bei natürlich vorkommenden Oxycholesterolen, wie 20(S)-, 
22(R)-, 24(S), 25- und 27-Hydroxycholesterol oder 24(S)-, 25-Epoxycholesterol, um 
endogene LXR-Liganden handelt 80,81,132-134.  
Andererseits werden für Oxycholesterole auch proatherogene Effekte diskutiert 116. 
So stellen Oxycholesterole Bestandteile von oxidiertem LDL dar 135,136. Sie konnten 
auch in vivo in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden 137-139. 27-
Hydroxycholesterol, 7-Ketocholesterol, 7β- und 7α-Hydroxycholesterol stellen die 
in atherosklerotischen Plaques hauptsächlich enthaltenen Oxycholesterole dar 
140,141. Für oxLDL wurde ein proatherogener Effekt durch dessen unkontrollierte 
Aufnahme in Makrophagen über Scavenger Rezeptoren postuliert 10,142. Speziell 
das 27-Hydroxycholesterol könnte jedoch wiederum an einem Mechanismus zur 
Suppression der Cholesterinakkumulation beteiligt sein, da das angeblich 
antiatherogene Cytochrom P27 in Atheromen sehr aktiv zu sein scheint 129. 
1.2.2 Phytosterole 
Unter dem Begriff der Phytosterole werden nur in Pflanzen gebildete Sterole 
zusammengefasst, die dort als Analoga des Cholesterins der Säugetierzellen 
dienen 143. Trotz großer funktioneller und struktureller Ähnlichkeiten weisen 
Phytosterole in ihrer Struktur charakteristische Unterschiede zum Cholesterin auf. 
So besitzen pflanzliche Sterole entweder eine zusätzliche Methyl- oder 
Ethylgruppe am Kohlenstoffatom C24. Außerdem kann sich noch eine 
Doppelbindung in der Seitenkette befinden (Abbildung 8). Bei den Phytostanolen 
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handelt es sich um ring- bzw. seitenkettengesättigte Analoga der jeweiligen 
Phytosterole 144,145.  
                    
Abbildung 8: Chemische Struktur von Cholesterin und verschiedenen Phytosterolen (aus von Bergmann 
et al. 2005 145) 
 
Die häufigsten in der Ernährung westlicher Länder vorkommenden Phytosterole 
sind β-Sitosterol, Campesterol und Stigmasterol 146. Bezüglich des 
Gesamtsterolgehalts können sie einen Anteil von weniger als 50 % einnehmen, der 
restliche Anteil wird von Cholesterin gebildet. Die wichtigsten Vertreter der 
Phytostanole stellen Sitostanol und Campestanol dar 146. Phytosterole sind vor 
allem in Lebensmitteln, wie Gemüseölen, Getreide und Getreideölen, Nüssen, 
Samen oder Bohnen enthalten, während deren Gehalt in Früchten und Gemüse 
verhältnismäßig gering ist 147,148. Bei „westeuropäischer“ Ernährungsweise beträgt 
die tägliche Phytosterolaufnahme ungefähr 100-300 mg. Davon werden jedoch nur 
in etwa 0,4-3,5 % im Darm absorbiert. Die tägliche Phytostanolaufnahme von 20-
50 mg mit einer Absorptionsrate von 0,02-0,3 % fällt vergleichsweise noch 
niedriger aus 149,150. Im Gegensatz dazu schwankt die intestinale Absorptionsrate 
von Cholesterin individuell zwischen 29–80 % bei durchschnittlich ca. 56 % 151.  
Bezüglich der Absorptionshöhe und -rate von Phytosterolen oder -stanolen wurde 
eine Abhängigkeit zwischen diesen Größen und der Seitenkettenlänge postuliert, 
da mit steigender Anzahl der Kohlestoffatome an Position C24 der Seitenkette, die 
Absorption aufgrund zunehmender Hydrophobizität vermindert wird 152. Als 
weiterer einflussnehmender Faktor wurde auch die Doppelbindung im Sterolring 
vermutet, deren Sättigung durch Hydrogenisation in einer verringerten Absorption 
resultiert 153. Außerdem bestand die Annahme, dass eine inadäquate Veresterung 
ein Grund für die geringe Absorption im Intestinaltrakt sein könnte 154.  
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Bereits in den 50er Jahren wurde der cholesterinsenkende Effekt von 
Phytosterolen erkannt. 1951 wurde eine Reduktion des Serumcholesterins bei 
Hühnern durch β-Sitosterol gezeigt 155. Beim Menschen wurde diese Wirkung 
erstmals 1953 beschrieben 156 und seitdem vielfach bestätigt 157-161. Zum 
molekularen Verständnis der intestinalen Sterolabsorption trugen einige kürzlich 
neu identifizierte Steroltransporter wesentlich bei (Abbildung 9). So führte die 
Suche der Zielstruktur von Ezetimib, einem selektiven Inhibitor der 
Sterolabsorption, zur Identifizierung des Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1)-
Proteins. Dieses enterozytäre Protein scheint sowohl für die Aufnahme von 
Cholesterin als auch von Phytosterolen aus dem Darmlumen essentiell zu sein 
162,163. Durch zwei heterodimere Halbtransporter aus der Familie der ABC-
Transporter, nämlich ABCG5 und ABCG8, deren Induktion über eine LXR-
Aktivierung erfolgt 164, wird der Rücktransport eines Großteils der Phytosterole 
und auch von Cholesterin aus der Zelle ins Darmlumen vermittelt 165,166. Dies 
verhindert eine zelluläre Akkumulation der Sterole 82,167. Mutationen dieser beiden 
Steroltransporter verursachen die sogenannte Sitosterolämie, eine autosomal 
rezessive Erkrankung, die durch eine Erhöhung des Phytosterolspiegels bzw. -
gehalts in Plasma und Gewebe um den Faktor 30 bis 200 gekennzeichnet ist 168,169. 
Der enterozytär verbleibende Sterolanteil wird über die Acyl-Coenzym A-
Cholesterol-Acyltransferase (ACAT) verestert, anschließend in Chylomikronen 
verpackt und über Exozytose aus der Zelle in den Kreislauf gebracht 166. 
Nachfolgend findet die Konversion dieser Lipoproteine in Chylomikronremnants 
mittels der Lipoproteinlipase (LPL) statt, die von der Leber aufgenommen und zur 
Bildung von Very Low Density Lipoprotein (VLDL) verwendet werden. Aus VLDL 
entsteht nun über das Intermediate Density Lipoprotein (IDL) LDL, das durch LDL-
Rezeptoren aus dem Kreislauf beseitigt werden kann 168,170.  
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Abbildung 9: Darstellung des intestinalen Steroltransports (modifiziert nach Levy et al. 2007 171 und 
Sudhop et al. 2005 166. Gallensalze, freies Cholesterin, Phytosterole, Monoacylglycerole, 
Lysophospholipide und Fettsäuren bilden gemischte Mizellen und passieren die apikale 
Bürstensaummembran im jejunalen Lumen. Den wichtigsten Transporter für die Beförderung von 
Cholesterin und Phytosterolen in die Zelle stellt hierbei das NPC1L1-Protein dar. Über das ABCG5/G8-
Heterodimer erfolgt der Rücktransport von überschüssigen Sterolen. Ebenso fördert ABCA1 an der 
basolateralen Membran den Cholesterin- und Phytosterolefflux zum plasmatischen Apo A–I, das die 
Formation von naszierendem HDL steigert. Der enterozytär verbleibende Sterolanteil wird mittels 
ACAT-2 verestert und bildet mit neu synthetisierten Triglyceriden, Phospholipiden und Apo B-48 unter 
Vermittlung von MTP Chylomikronen. Diese Lipoproteinpartikel werden in speziellen Vesikeln vom 
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat befördert und verlassen nach einer Fusion von Golgi-
Vesikeln und basolateraler Membran die Zelle durch Exozytose. 
ABCA1: ATP-binding cassette transporter A1; ABCG5/8: ATP-binding cassette transporter G5/G8; ACAT-
2: acyl-CoA:cholesterol acyltransferase 2; Apo A-I: apolipoprotein A-I; Apo B-48: apolipoprotein B-48; 
CE: cholesterylester; HDL: high density lipoprotein; LXR: liver X receptor; MTP: microsomal 
triglyceride transfer protein; NPC1L1 protein: Niemann-Pick C1 Like 1 protein; PL: phospholipide; RXR: 
retinoid X receptor; TG: triglycerides  
 
Phytosterole können ebenso wie Cholesterin über die Galle ausgeschieden werden, 
wobei die fraktionelle biliäre Eliminatonsrate bei Phytosterolen sogar höher zu 
sein scheint 14,165,172. Nach neueren Erkenntnissen erfolgt im Gegensatz zum 
Cholesterin allerdings keine nennenswerte hepatische Metabolisierung von 
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Phytosterolen zu analogen Gallensäuren 173, wie aufgrund entsprechender Studien 
zunächst vermutet 174. Für enterozytäres unverestertes Cholesterin und 
Phytosterole besteht außerdem die Möglichkeit zur systemischen Absorption über 
den basolateral sitzenden LXR-abhängigen ABCA1-Transporter (1.1.4) 66,175. Es gibt 
Hinweise darauf, dass Phytosterole direkt oder indirekt die Expression von ABCA1 
induzieren könnten 176. 
Der cholesterinsenkende Effekt von Phytosterolen wurde lange alleinig durch eine 
Verdrängung von Cholesterin aus der mizellaren Bindung aufgrund einer höheren 
Affinität erklärt 177. Phytosterole scheinen die Cholesterinlöslichkeit in der Ölphase 
und mizellaren Phase zu verringern, wodurch es nachfolgend zu einer 
Verdrängung des Cholesterins aus den Mizellen und Interferenzen mit dessen 
Absorption kommt 178. In den 80er Jahren fand die Möglichkeit der Zugabe von 
Phytosterolen und -stanolen zu Nahrungsmitteln neues Interesse. Margarine ist 
dafür besonders gut geeignet, da für die Solubilisierung von Sterolen Fette 
notwendig sind. Eine Veresterung der Phytosterole bzw. -stanole mit langkettigen 
Fettsäuren erhöht ihre Fettlöslichkeit und erleichtert die Inkorporation in die 
entsprechenden Lebensmittel 179. Die tägliche Aufnahme von 2-2,5 g Phytosterol-
/Phytostanolestern in angereicherten Lebensmitteln, sogenannten Functional 
Foods, bewirkte eine Reduktion des LDL-Spiegels im Plasma um etwa 10-14 % 
ohne nennenswerte erkennbare Nebenwirkungen 180. Bei der Aufnahme von 2,5 g 
Phytosterol- oder Phytostanolestern entsprechend einer Menge von 1,5 g freier 
pflanzlicher Sterole pro Tag konnte die Cholesterinabsorption um ca. 13-17 % 
gesenkt werden 181. Noch höhere Aufnahmemengen scheinen dabei keinen 
größeren Effekt auf den LDL-Spiegel 182 oder die Cholesterinabsorption 159,183 zu 
haben.  
Eine potentielle und mit dem Cholesterin vergleichbare Atherogenität pflanzlicher 
Sterole kann zwar nicht a priori ausgeschlossen werden 184, verschiedene Studien 
an transgenen Tiermodellen zeigten jedoch eine Abnahme atherosklerotischer 
Plaques unter Fütterung mit pflanzlichen Sterolen bzw. Stanolen 185-187. 
Metaanalytische Berechnungen prognostizieren eine längerfristige Reduktion des 
Risikos für kardiovaskuläre Erkrankungen bei phytosterolhaltiger Ernährung um 
bis zu 20 % 188. 
1.2.3 Oxyphytosterole 
Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit zum Cholesterin könnten Phytosterole zu 
analogen Produkten, den Oxyphytosterolen, metabolisiert werden. Ihre 
Terminologie entspricht den Oxycholesterolen (1.2.1) 189 (Abbildung 10).  
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Abbildung 10: Chemische Struktur der häufigsten Oxyphytosterole (aus Hovenkamp et al. 2008 190). Die 
Alkylseitenkette (R) des jeweiligen Oxyphytosterols kann Abbildung 8 entnommen werden. 
 
Während die Oxycholesterole inzwischen gut erforscht sind, existieren über 
Oxyphytosterole jedoch nur vergleichsweise wenige Daten. Es wird vermutet, dass 
Oxyphytosterole, ähnlich wie Oxycholesterole, durch Autoxidation, aber eventuell 
auch enzymatisch entstehen 190. Bisher wurden geringe Mengen an 
Oxyphytosterolen in bestimmten Lebensmitteln, wie z.B. Kaffee, Bratkartoffeln, 
Weizenmehl oder Gemüseölen nachgewiesen 189. Der Oxyphytosterolgehalt in 
Lebensmitteln variiert abhängig von den jeweiligen Verarbeitungs- und 
Lagerungsbedingungen, wie beispielsweise Temperatur und Nahrungsmittelmatrix 
191. Eine weitere Quelle für Oxyphytosterole könnten besonders mit Phytosterolen 
angereicherte Lebensmittel (functional foods) darstellen. In entsprechenden 
handelsüblichen Brotaufstrichen wurden maximal 0,1 % Oxyphytosterole gefunden 
192. Zusätzlich wäre auch eine Herkunft dieser Verbindungen durch von der Haut 
absorbierte phytosterolhaltige Kosmetikprodukte und deren anschließende 
Oxidation im UV-Licht denkbar 193. 
Man nimmt an, dass Oxyphytosterole ebenso wie Oxycholesterole 194 aus dem 
intestinalen Lumen absorbiert werden können 190. Die Fähigkeit einiger dieser 
Verbindungen, die intestinale Barriere zu überwinden, konnte an Ratten bereits 
gezeigt werden 195. Oxyphytosterole scheinen dabei sogar noch besser absorbiert 
zu werden als native Phytosterole 196. Experimente an Hamstern demonstrierten 
ferner nach oraler Gabe eine dosisabhängige Aufnahme von Oxyphytosterolen in 
verschiedene Gewebe 197. Bei der Interpretation der Resultate von Experimenten, 
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die zur Untersuchung der Oxyphytosterolabsorption an Tiermodellen erfolgten, 
sollte dennoch berücksichtigt werden, dass dabei bislang keine isolierten 
Messungen der Absorption durchgeführt wurden und die Ergebnisse somit sowohl 
durch Absorption als auch durch Reexkretionsraten beeinflusst sein können 190. 
In humanen Geweben fanden sich nur bei Patienten mit einer 
Phytosterolämieerkrankung (Sitosterolämie) deutlich erhöhte 
Oxyphytosterolspiegel im Serum 189. Ferner gelang der Nachweis erhöhter 
Oxyphytosterole im Serum von an Morbus Waldenström erkrankten Patienten. 
Später wurden auch Oxyphytosterole im Serum gesunder Probanden identifiziert 
198.  
Im Gegensatz zum Cholesterin (1.2.1) fehlen zur Oxidation von Oxycholesterolen 
immer noch detaillierte Daten. Es wird vermutet, dass sich die 
Oxidationsmechanismen von Cholesterin und Phytosterolen nur geringfügig 
voneinander unterscheiden und folglich wahrscheinlich beide über reaktive 
Sauerstoffspezies, freie Radikale, physikalische Einwirkungen und wohl auch 
durch verschiedene Cytochrome P450 entstehen könnten.  
Die Exkretion der meisten Oxyphytosterole erfolgt, wie bei nichtoxidierten 
Phytosterolen, wahrscheinlich über die Galle, wobei die Exkretionsrate unter den 
verschiedenen Verbindungen differieren könnte. Es wäre auch möglich, dass die 
Sekretion von Oxyphytosterolen durch ABCG5/G8-Transporter zur Elimination aus 
Zellen führen könnte 190. 
In Bezug auf potentielle biologische Effekte von Oxyphytosterolen existieren 
zahlreiche Hypothesen. So wird z.B. eine mögliche Wirkung einiger dieser 
Verbindungen auf die Modulation des Cholesterinmetabolismus über die 
Aktivierung von LXR diskutiert 143. Des Weiteren bestehen Spekulationen über 
lipidsenkende und antidiabetische Eigenschaften 199-201 ebenso wie über die 
Beeinflussung von Entzündungsreaktionen und des Immunsystems 202. Auch wird 
eine Interferenz von Oxyphytosterolen mit Steroidhormonrezeptoren 203 oder der 
Kapazität von Cytochrom P450 204 in Betracht gezogen. 
Bei Oxycholesterolen ist eine toxische Wirkung auf Zellen bereits erwiesen 205. 
Oxyphytosterole in höheren Konzentrationen sind ebenfalls toxisch. Es wurde 
gezeigt, dass Oxyphytosterole und Oxycholesterole vergleichbare Toxizitätsmuster 
aufweisen 206. Zudem wird eine proatherogene Wirkung der Oxycholesterole 
vermutet 207, die möglicherweise auch auf Oxyphytosterole zutreffen könnte 189. 
Diese Annahme wurde durch eine erste Studie am Tiermodell jedoch nicht 
bekräftigt 196. 
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1.2.4 Chemische Oxyphytosterole 
Zahlreiche Studien der letzten Jahre zeigten die Effektivität von Phytosterolen und 
-stanolen im Hinblick auf die positive Beeinflussung des LDL-Spiegels im Plasma. 
Diese Ergebnisse führten zu einer vermehrten Verfügbarkeit von mit Phytosterolen 
angereicherten Lebensmitteln. Der Konsum solcher Nahrungsmittel hat einen 
Anstieg von Phytosterolen im humanen Körperkreislauf zur Folge und könnte 
dadurch potentiell auch eine Erhöhung systemischer 
Oxyphytosterolkonzentrationen aufgrund einer gesteigerten Aufnahme über die 
Nahrung oder durch endogene Bildung aus nichtoxidierten Phytosterolen bewirken 
190,198. Da die Anwesenheit von Oxyphytosterolen in der Zirkulation die Gesundheit 
beeinflussen könnte 189, ist die Herstellung synthetischer Oxyphytosterole zur 
Erforschung potentieller positiver oder negativer Effekte von großer Bedeutung.  
Die Bemühungen der letzten Jahrzehnte, solche Verbindungen in vitro 
darzustellen, erbrachten verschiedene oxidierte Phytosterolderivate, deren 
Oxidation entweder am Sterangerüst und/oder an der Seitenkette erfolgte 143,208-213. 
In der vorliegenden Arbeit wurden chemisch oxidierte Derivate von Stigmasterol 
als Ausgangsphytosterol hergestellt. Die jeweiligen Benennungen, chemischen 
Strukturen, Gaschromatogramme und Massenspektren der Oxystigmasterole 
können Kapitel 4.4.1 und dem Anhang entnommen werden. 
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2 Fragestellungen 
Der nukleäre Transkriptionsfaktor LXRα reguliert eine Reihe wichtiger 
Schlüsselrezeptoren der systemischen und lokalen Cholesterinhomöostase in 
Entero- und Hepatozyten, aber auch Makrophagen der Gefäßwand, die hinsichtlich 
der Atherogenese besonders relevant sind. Als aktivierende LXRα-Liganden 
wurden mehrere Oxymetaboliten von Cholesterin erkannt. Phytosterole haben eine 
systemische lipidsenkende Wirkung, als deren Mechanismus bisher meist nur eine 
mizellare Verdrängung von Cholesterin vermutet wurde. Inzwischen wird jedoch 
auch ein potentieller Mechanismus über eine LXRα-Aktivierung durch native 
Phytosterole oder ihre analogen Oxymetaboliten in Erwägung gezogen. Diese 
könnten so die Expression von Sterolexportern, wie ABCA1, regulieren.  
Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Wirkung nativer Phytosterole, vor allem aber 
oxidierter Phytosterolderivate auf LXRα und ABCA1, den Initiator des reversen 
Cholesterintransports, in Enterozyten zu untersuchen. Als Ausgangsphytosterol für 
potentiell biologisch relevante Oxyphytosterole wurde Stigmasterol ausgewählt, da 
die Doppelbindung in seiner Seitenkette eine Prädilektionsstelle für chemische 
Oxidation darstellen könnte. 
Als Enterozytenmodell wurde die humane differenzierte Karzinomzelllinie CaCo-2 
verwendet. Die Effekte einer Inkubation von Enterozyten mit nativen Phytosterolen 
und verschiedenen Oxystigmasterolen auf LXRα und seinem Zielgen ABCA1 sollte 
auf Transkriptions-, Aktivierungs- und Translationsebene überprüft werden. 
 
Insbesondere wurden folgende Fragestellungen analysiert: 
 
1. Stimulieren natives Stigmasterol und Oxyxstigmasterole wie 
Seitenkettenhydroxycholesterole die Transkription vom Sterolexporter 
ABCA1? 
2. Wird dies über eine LXRα-agonistische Wirkung vermittelt? 
3. Lässt sich eine Beziehung zwischen Struktur und Wirkung von nativem 
Stigmasterol sowie der eingesetzten Oxystigmasterole erkennen?  
36 2 Fragestellungen 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Chemikalien und Reagenzien  
Acrylamid Sigma, Deisendorf 
Agarose Roth, Karlsruhe 
Albumin Bovine Sigma, Deisendorf 
APS Bio-Rad, München 
Antikörper:  
- ABCA1 Novus Biologicals (USA) 
- ß-Aktin Sigma, Steinheim 
- Anti-mouse HRP Amersham Bio-Sciences, Uppsala (S) 
- Anti-rabbit HRP Cell Signaling, Frankfurt 
Biorad External Well Factor Solution Bio-Rad, München 
Blei(IV)-oxid Aldrich, Steinheim 
Borsäure Sigma, Deisendorf 
Bromphenolblau Sigma, Steinheim 
Cholesterolstandards:  
- 7α-Hydroxycholesterol Sigma, Deisenhofen 
- 7β-Hydroxycholesterol Sigma, Deisenhofen 
- 5α,6α-Epoxycholesterol Sigma, Deisenhofen 
- 5β,6β-Epoxycholesterol Sigma, Deisenhofen 
- 7-Ketocholesterol Sigma, Deisenhofen 
- 3β,5α,6β-Trihydroxycholesterol Sigma, Deisenhofen 
- 7-Dehydrocholesterol Sigma, Deisenhofen 
DEPC Sigma, Deisendorf 
Desmosterol Sigma, Deisenhofen 
DMSO Sigma, Deisendorf 
DMEM Medium Pan Biotech GmbH, Aidenbach 
DNA-Standards Boehringer, Mannheim 
EDTA Sigma, Deisendorf 
Endofree Kit Qiagen, Hilden 
Ethanol p.A. Merck, Darmstadt 
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Ethidiumbromid Sigma, Deisendorf 
FCS Sigma, Deisendorf 
Glycerol Sigma, Deisendorf 
Glycin Roth, Karlsruhe 
HEPES Buffer (1 M) Sigma, Deisendorf 
22(R)-, 24(S)-, 25-Hydroxycholesterol  Sigma, Deisendorf 
Hyperfilm ECL GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala (S) 
LB-Medium  Sigma, Deisendorf 
Luciferase Assaysystem Promega, Mannheim 
MA Lipofection Enhancer IBA, Göttingen 
Magermilchpulver Reformhaus 
Magnesiumchlorid Sigma, Deisendorf 
MEM-Non-essential Amino Acid Solution (100 x) Sigma, Steinheim 
β-Mercaptoethanol Sigma, Deisendorf 
Metafectene Pro Biontex, München 
Methanol p.A. Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
Nitrocellulosemembran GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala (S) 
NucleoBond Kit Macherey-Nagel, Düren 
Oligonukleotidsynthese Metabion, Martinsried 
Organische Lösungsmittel Merck, Darmstadt 
PBS +/- Mg2+/Ca2+ PAN Biotech, Aidenbach 
Penicillin Sigma, Deisendorf 
Ponceau S Sigma, Steinheim 
2-Propanol p.A. Merck, Darmstadt 
Proteaseinhibitoren Roche, Penzberg 
Proteinstandards Bio-Rad, München 
Pyridin Fluka, Neu-Ulm 
Random Hexamerprimer (pd(N)6) GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala (S) 
Ready-To-Go PCR Beads GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala (S) 
Reagenzien zur Oxyphytosterolherstellung Sigma, Deisenhofen 
Restriktionsenzyme:  
- Ava AI New England Biolabs, Frankfurt 
- Bam HI New England Biolabs, Frankfurt 
- Cla I New England Biolabs, Frankfurt 
9-cis Retinoic Acid  Sigma, Deisendorf 
Salzsäure (37 %) Merck, Darmstadt 
SDS Bio-Rad, München 
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Sitosterol Sigma, Deisenhofen 
Stigmasterol Sigma, Deisenhofen 
Streptomycin Sigma, Deisendorf 
Stripping-Puffer Carl Roth, Karlsruhe 
SuperSignal West Pico Substrate  Pierce, Rockford (USA) 
SYBR Green I (10 000 x) Invitrogen, Eugene (USA) 
TEMED Bio-Rad, München 
THAM Sigma, Deisendorf 
Triton-X-100 Sigma, Deisendorf 
Trypsin-EDTA Solution (1 x) Sigma, Steinheim 
Tween 20 Sigma, Deisendorf 
3.1.2 Lösungen und Puffer 
¾ DEPC-Wasser 
2 ml DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat) auf 1 L bidestilliertes Wasser (H2Odd) geben, gut 
schütteln, anschließend nach ca. 2-stündiger Inkubation zur Zerstörung des DEPCs 
autoklavieren. 
¾ TBE-Puffer 
0,5 M Tris; 0,415 M Borsäure; 10 mM EDTA; H2Odd 
¾ WCEB-Puffer 
25 mM HEPES; 0,3 M NaCl; 1,5 mM MgCl2; 0,2 mM EDTA; 0,5 % Triton X-100; 10 
% Glycerin; H2Odd 
¾ Sammelgele (3 %) 
3,25 ml H2Odd; 1,25 ml Upper Tris Puffer; 500 μl Acrylamid; 30 μl APS (10 %); 5 μl 
TEMED 
¾ Laufgele (7,5 %) 
4,93 ml H2Odd; 2,5 ml Lower Tris-Puffer; 2,5 ml Acrylamid; 62,5 μl APS (10 %); 3,75 
μl TEMED 
Für die SDS-PAGE wurde das Minigelsystem der Firma Bio-Rad verwendet. 
Die Mengenangaben beziehen sich jeweils auf zwei kleine Gele. 
¾ Lower Tris-Puffer (4-fach) 
90,9 g THAM (Tris base); 10 ml 20 % SDS ad 10 ml H2Odd   
pH 8,8 
40 3 Material und Methoden 
¾ Upper Tris-Puffer (4-fach) 
6,06 g THAM (Tris base); 2 ml 20 % SDS ad 100 ml H2Odd   
pH 6,8 
¾ Laufpuffer 
10-fach: 60 g THAM (Tris base); 288 g Glycin; 100 ml 20 % SDS ad 2 l  H2Odd 
80 ml Laufpuffer (10-fach) ad 800 ml H2Odd 
¾ Transferpuffer 
3,03 g Tris; 14,4 g Glycin ad 800 ml H2Odd; 200 ml Methanol (kühl stellen) 
¾ TBS/Tween-Puffer 
10 ml 1 M Tris (pH 10,88) ; 33 ml 5 M NaCl ad 1000 ml H2Odd; 0,1 % Tween 
¾ Blockierungspuffer 
5 % Milchpulver, 100 ml TBS/Tween 
¾ Probenpuffer 
55 mM Tris/HCl (pH 6,8); 4 % SDS; 40 % Glycerin; 4,3 % ß-Mercaptoethanol; 0,2 
% Bromphenolblau 
3.1.3 Verwendete Oligonukleotidprimer 
Tabelle 2: Primersequenzen  
PRIMER SEQUENZ REFERENZEN 
ß-Aktin 
Forward: 5’-CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG-C-3’ 
 
Reverse:  5’-CAG AGG CGT ACA GGG ATA GC-3’ 
Krump-
Konvalinkova et al. 
2005 214 
ABCA1 
Forward: 5’-TGA CAA GTC TGT GCA ATG GAT CAA-3’ 
 
Reverse:  5’-GAT ACG AGA CAC AGC CTG GTA GAT-3’  
Plat and Mensink 
2002 176 
LXRα 
Forward: 5’-AGA GGA GGA ACA GGC TCA TGC-3’ 
 
Reverse:  5’-AAA GGA GCG CCG GTT ACA CT-3’ 
Fu et al. 2001 81 
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3.1.4 Geräte 
Alugram Sil G (0,2 mm, 20 x 20 cm) Macherey-Nagel, Düren 
Autoklav Systec GmbH, Wetternberg 
GC – Varian 3400 Varian, Palo Alto (USA) 
Gelelektrophoresen:  
     Gelkammer Sub Cell Bio-Rad, München 
     Stromversorgung Amersham Biotech, Uppsala (S) 
Gene Quant II RNA/DNA Calculator Amersham Biotech, Cambrigde (UK) 
iCycler Bio-Rad, München 
Injektionssystem CIS3 Gerstel, Mühlheim 
Kapillarsäule DB5MS (30 m x 0,25 mm I.D., 
0,25 μm Filmdicke) 
Macherey-Nagel 
6-, 12-, 24-, 48- und 96-Lochrundplatten Sarstedt, Nürnberg 
Magnetplatte IBA, Göttingen 
Mithras LB 940 Berthold Technologies, Bad Wildbad 
MS - Finnigan MAT 700 Finnigan MAT, Bremen 
PCR-Tubes (0,2 ml; Ultra Thin Wall Tubes) Bioplastics, Landgraf 
PCR-Tubes (0,5 ml) Biozym Diagnostics, Oldendorf 
pH-Meter 765 Calimatic SE 103 Knick, Berlin 
Pipetten Gilson Abimed, Langenfeld 
Pipettenspitzen (10 μl Diamond D 10) Gilson, Langenfeld 
Pipettenspitzen (20 – 1000 μl)  Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße (1,5 ml und 2 ml) Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße (15 ml und 50 ml) Falcon, Heidelberg 
Realtime PCR iCycler iQ Bio-Rad, München 
Reinstwasser (H2Odd) Anlage Milli Pore, Eschborn 
Spritzen Becton Dickinson, Heidelberg 
Sterilbank GELAIRE BSB 4 A Flow Laboratories, Michigan (USA) 
Sterilfilter (0,2 μM)  Sartorius, Nürnberg 
Stickstoffbehälter L`air liquide, Champigny (F) 
Strata SI-1 Silica (50 μm, 70 Å, 1000 mg) Phenomenex, Aschaffenburg 
T75 und T25 Zellkulturflaschen Sarstedt, Nümbrecht 
TECAN Reader GENios 
Vortexer Heidolph Reax 2000 Heidolph 
Waagen Sartorius, Göttingen 
Wasserbad Köttermann Labortechnik, München 
Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 
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Zentrifugen: 
     Hereaus Multifuge 3-C R Kendro, Osterode 
     Jonan MR 1822 Jonan GmbH, Unterhaching 
     Mikro 200 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
     Neo Lab 16/18 Hermle Labortechnik, Wehingen 
3.2 Zellbiologische Methoden 
3.2.1 Kultivierung von CaCo-2-Zellen 
Die humane Karzinomzelllinie CaCo-2 wurde aus einem primären Adenokarzinom 
des Kolons kultiviert, das man 1974 einem 72-jährigen kaukasischen Patienten 
entnommen hatte. Diese adhärenten Epithelialzellen differenzieren vollständig zu 
polarisierten Enterozytenmonolayern aus. Sie weisen hierbei eine sehr große 
morphologische Ähnlichkeit zu Dünndarmenterozyten mit charakteristischen 
Strukturen, wie beispielsweise Bürstensaummikrovilli an der apikalen Membran, 
auf. Dies ermöglicht eine Unterscheidung zwischen apikalem und basolateralem 
Membranbereich. CaCo-2-Zellen sind in der Lage, verschiedene Transporter, 
Rezeptoren für Wachstumsfaktoren und einige wichtige Enzyme des 
Medikamentenmetabolismus zu exprimieren. Dabei erfolgt auch die Expression 
von Lipidtransportern und Enzymmustern spezifisch an den jeweiligen 
Membranarealen 215. 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Kolonkarzinomzelllinie CaCo-2 wurde 
von der Firma ATCC (UK) geliefert. 
Für die Kultivierung der CaCo-2-Zellen wurde eine Anreicherung in T75 
Zellkulturflaschen durchgeführt. Die Temperatur für die Inkubation der Zellen im 
Brutschrank betrug 37°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 95 % und 5 % CO2. Das 
Zellkulturmedium (DMEM-Medium; 10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin; 1 % 
MEM) wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Nach 5-7 Tagen erreichten die Zellen in 
Abhängigkeit der Dichte der Aussaat eine Konfluenz von 80 % und wurden 
passagiert. Dazu wurden die Zellen mit PBS-/- gewaschen und mit vorgewärmten 
Trypsin-EDTA inkubiert. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde der Beginn der 
Zellablösung überprüft, anschließend erfolgte die vollständige Ablösung der Zellen 
von der Flaschenwand durch leichtes Klopfen und die Suspension in frischem 
Medium. Nach Einstellung der Zelldichte auf 2 x 105 Zellen/ml wurden die CaCo-2-
Zellen in die entsprechenden Lochrundplatten ausgesät bzw. die Kultivierung in 
den Zellkulturflaschen fortgesetzt.  
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3.2.2 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen 
Zur Konservierung durch Einfrieren wurden adhärente CaCo-2-Zellen mit PBS-/- 
gewaschen, trypsiniert, abzentrifugiert und anschließend 4 x 106 Zellen in 1,5 ml 
Einfriermedium (80 % Kulturmedium; 10 % FCS; 10 % DMSO) aufgenommen. Zum 
schonenden Einfrieren wurden die Zellen über Nacht bei -80°C in einer 
Styroporbox aufbewahrt und am nächsten Tag in einen Behälter mit flüssigem 
Stickstoff überführt. Diese Methode ermöglicht es, eukaryotische Zellen über 
einen langen Zeitraum zu lagern. 
Die Rekultivierung wurde durch kurzes Antauen im Wasserbad bei 37°C und 
möglichst schnelles Überführen in Vollmedium durchgeführt, da DMSO auf die 
Zellen etwas toxisch wirkt. Nachdem die Zellen abzentrifugiert und in frischem 
Vollmedium aufgenommen wurden, erfolgte eine Verteilung auf die 
Zellkulturflaschen. Zur Entfernung abgestorbener CaCo-2-Zellen wurde nach 24 h 
das Kulturmedium nochmals gewechselt. 
3.3 Mikrobiologische Methoden 
3.3.1 Anzucht von E.coli-Bakterien 
Die Bakterien wurden unter aeroben Bedingungen bei 37°C und unter Schütteln 
bei ca. 160 upm kultiviert. Dafür erfolgte die Befüllung von Erlenmeyer-Kolben mit 
einem Zehntel ihres Nennvolumens. Bei kleineren Volumina (3-5 ml) wurde die 
Anzucht in 15 ml Reaktionsgefäßen durchgeführt. 
3.3.2 Lagerung von E.coli-Bakterien 
Um Gefrierkulturen von E.coli herzustellen, wurden 1500 μl einer frischen, in LB-
Medium kultivierten Übernachtkultur unter Zugabe von 500 μl Glycerol bei -80°C 
eingefroren. Zur Rekultivierung wurden kleinere Mengen von Bakterien mittels 
einer sterilen Pipettenspitze in 4 ml LB-Medium übertragen bei 37°C angezüchtet. 
3.3.3 Herstellung kompetenter E.coli-Bakterien 
Die Anwendung dieser Methode dient dem Ziel, die Bakterienzelle kompetent für 
die Transformation durch Hitzeschock (3.4.3) zu machen. Dafür erfolgte die 
Anzucht von E.coli unter aeroben Bedingungen in LB-Medium bei 37°C bis zu einer 
OD600 von 0,6. Nachfolgend wurden die gewonnenen Zellen mehrere Male mit 
eiskaltem Glycerol (10 %) unter kontinuierlicher Reduktion des Volumens 
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gewaschen. Schließlich wurde die Resuspension der Keime mit 50 μl Glycerol (10 
%) durchgeführt und die hergestellten Aliquots in flüssigem Stickstoff 
kryokonserviert. Die Lagerung fand bei -80°C statt. 
3.4 Molekularbiologische Methoden 
3.4.1 Agarosegelelektrophorese 
Diese Methode dient der Größentrennung von DNA-Fragmenten und deren 
Längenabschätzung durch Vergleich mit Nukleinsäuresträngen bekannter Größe. 
Abhängig von der Fragmentgröße wurden in der vorliegenden Arbeit 
Agarosekonzentrationen von 0,8-1,5 % verwendet. Zur Herstellung der 
Agarosegele wurde die Agarose zunächst in TBE-Puffer (3.1.2) durch Erhitzen 
gelöst, nach einer Abkühlung auf ca. 55°C mit 0,5 μg/ml Ethidiumbromid versetzt 
und in die Gelkammer gegossen. Nachdem das Gel erhärtet war, erfolgte die 
Zugabe des TBE-Puffers in die Kammer. Anschließend wurde den Proben ein 
Fünftel ihres Volumens an DNA-Probenpuffer (3.1.2) zugegeben und diese in die 
Geltaschen aufgetragen. Parallel wurde zur Größenbestimmung ein DNA-
Molekulargewichtsmarker verwendet. Zuletzt wurde eine Gelelektrophorese zur 
Auftrennung bei 100 V für ca. 45 min durchgeführt.  
3.4.2 Restriktionsanalysen 
Die Überprüfung der Richtigkeit des eingesetzten Konstrukts erfolgte durch 
Verdau mit Restriktionsendonukleasen und Gelelektrophoresen der aus der 
sequenzselektiven, enzymatischen DNA-Spaltung resultierenden DNA-Fragmente. 
Dazu wurden vom Hersteller bereitgestellte enzymspezifische Puffer verwendet 
und die damit hergestellten Ansätze (in der Regel 20 μl) mit BSA in einer 
Endkonzentration von 100 μg/ml versetzt. Die eingesetzte Enzymmenge wird in 
Units (U) angegeben, wobei bezüglich der Enzymaktivität zur DNA 1 U Enzym 1 μg 
DNA pro Stunde und Schnittstelle schneidet. Die Bestimmung des 
Temperaturoptimums der verwendeten Enzyme richtete sich nach dem Protokoll 
des Herstellers. 
3.4.3 Transformation von E.coli (DH5α) mittels Hitzeschock 
Unter Transformation versteht man die genetische Veränderung von Bakterien 
durch die Aufnahme oder das Einschleusen fremder freier DNA. Zur Durchführung 
dieses Vorgangs wurden auf -80°C gelagerte kompetente E.coli-Bakterien (3.3.3) 
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zunächst langsam auf Eis aufgetaut und nach Zugabe der gereinigten Plasmid-
DNA für 30 min weiter inkubiert. Anschließend wurden die Keime für 90 s bei 42°C 
einem Hitzeschock ausgesetzt. Es folgte eine erneute Inkubation für 5 min auf Eis. 
Um eine Regeneration der Keime zu erwirken, wurde der Ansatz mit 500 μl 2-fach 
konzentriertem und vorgewärmtem LB-Medium versetzt und für 1 h bei 37°C unter 
Schütteln inkubiert. Danach erfolgte die Entnahme von jeweils 100 μl des 
Transformationsansatzes zum Ausplattieren auf LB-Agarplatten und eine 
Inkubation bei 37°C über Nacht. Die Agarplatten enthielten das Antibiotikum 
Ampicillin in einer Konzentration von 100 μg/ml, wobei es aufgrund des im Plasmid 
enthaltenen Resistenzgens gegen dieses Antibiotikum zu einer Selektion 
erfolgreich transformierter Bakterien kam. 
3.4.4 Klonierung 
Mit dem Begriff Klonierung werden molekularbiologische Methoden der 
Integration eines DNA-Fragments oder Gens in einen Vektor (beispielsweise ein 
Plasmid) zum Zweck nachfolgender massenhafter Vermehrung der rekombinanten 
DNA in einer geeigneten Wirtszelle beschrieben. Als passender Wirt für ein 
solches Einbringen eines Konstrukts durch Transformation diente der Stamm 
DH5α des Bakteriums Escherichia coli.  
Im Falle eines Wachstums von E.coli-Kolonien im Selektionsmedium nach 
durchgeführter Transformation mit dem Konstrukt erfolgte ein Picken einzelner 
Kolonien und das Animpfen in 5 ml LBamp-Medium (100 μg/ml) über Nacht bei 
37°C. Diese Übernachtkultur wurde in einen Erlenmeyer-Kolben (250 ml, Befüllung 
mit einem Zehntel seines Nennvolumes) überführt und für 16 h bei 160 upm 
geschüttelt. 
3.4.5 Präparation von Plasmid-DNA 
Die Vermehrung des Plasmids erfolgte durch Übernachtkulturen des Bakteriums 
E.coli nach erfolgreich durchgeführter Transformation. Zur Gewinnung der 
Plasmid-DNA wurde die jeweilige Kultur bei 4°C zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Die Plasmid-DNA konnte daraufhin aus dem verbleibenden 
Bakteriensediment isoliert werden. 
Für die Purifikation kleinerer DNA-Mengen, wie beispielsweise bei der 
Sequenzierung oder beim Restriktionsverdau, wurde der Nucleo Bond Kit der 
Firma Macherey-Nagel anhand von Midi-Präparationen eingesetzt. Bei größeren 
DNA-Mengen mit einem hohen Anspruch bezüglich des Reinheitsgrades (z.B. bei 
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Transfektionen in eukaryotischen Zellen) wurde das Endofree Maxi-Präparationskit 
der Firma Macherey-Nagel verwendet, wodurch die Endotoxinfreiheit 
gewährleistet werden konnte. Das Maxi-Präparationskit basiert auf dem Prinzip 
der alkalischen Lyse 216, wobei die Durchführung nach dem Protokoll des 
Herstellers erfolgte. Die Reinigung der DNA wurde mittels 
Anionenaustauschersäulchen und nachfolgender Fällung durch Isopropanol 
erreicht. Anschließend wurde das Pellet nach einem Waschschritt mit 70 %-igem 
Ethanol in einer entsprechenden Menge des im Kit enthaltenen TE-Puffers gelöst 
und die Konzentration und Reinheit durch eine photometrische Analyse bestimmt 
(Konzentration: 1 OD260 = 50 μg dsDNA/ml Lösungsmittel; Reinheit: OD260/OD280 = 
1,8 bis 2,0). 
Plasmid-DNA kann bei -20°C gelagert werden. 
3.4.6 Plasmidsequenzierung (zur Kontrolle) 
Zur Durchführung der Sequenzierung wurde 1 μg Plasmid-DNA pCMV-LXRE-luc in 
destilliertem Wasser gelöst und in sterile 1,5 μl Reaktionsgefäße pipettiert. Diese 
wurden im Anschluss daran an die Sequenzierfirma Agowa verschickt. Die Analyse 
und Vergleich der Sequenzen erfolgte mit der Datenbank und Software BLAST 217. 
3.5 Reportergenassay und spezifische mRNA-
Quantifizierung 
3.5.1 Transiente Transfektion von CaCo-2-Zellen 
Es existieren zahlreiche Möglichkeiten genetisches Material, z.B. in Form von 
Plasmiden, in eukaryotische Zellen einzubringen, sie also zu transfizieren. Hierbei 
wird zwischen der transienten Transfektion, wobei die Fremd-DNA aufgrund von 
Ausschleusungs- und Abbauprozessen nur zeitweilig in der Zelle verbleibt, und der 
stabilen Transfektion unterschieden, was gleichbedeutend mit einem dauerhaften 
Einbau in das Wirtsgenom ist. Die Transfektion kann beispielsweise durch 
Mikroinjektion, Elektroporation, Lipofektion oder auch über virale Systeme 
erfolgen. In der vorliegenden Arbeit wurde als Transfektionsmethode die 
Magnetofektion eingesetzt, wobei eine Assoziation der endotoxinfreien Plasmid-
DNA mit den mit kationisch-lipophilen Molekülen beschichteten Eisenoxidpartikeln 
ausgenutzt wird. Ein magnetisches Feld, das von einer Magnetplatte erzeugt wird, 
führt zu einem schnellen Kontakt zwischen der Zelloberfläche und dem 
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partikelgebundenen DNA-Komplex. Nachfolgend findet schließlich eine 
endozytotische Aufnahme in die Zelle statt. 
Zur Durchführung dieser für adhärente Zellen geeigneten Methode wurde als 
Transfektionsreagenz Metafectene Pro der Firma Biontex und als Verbindung zu 
den magnetischen Nanopartikeln ein Lipofection Enhancer (IBA) verwendet. Nach 
Testung der Transfektionseffizienz mit einem GFP-Vektor der Firma AMAXA 
mittels Durchflusszytometrie wurden CaCo-2-Zellen für die Versuche auf 48-
Lochrundplatten ausgesät. Bei Erreichen einer Konfluenz von 60 % wurde mit den 
gut proliferierenden und vitalen Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase eine 
Transfektion für 48 h nach einem leicht modfizierten Protokoll der Firma Biontex 
durchgeführt (Tabelle 3).  
Tabelle 3: Protokoll zur Transfektion mittels Magnetofektion 
Zellline pCMV-LXRE-luc Metafectene Enhancer 
CaCo-2 0,5 μg 1 : 6 1μl/μg Plasmid-DNA 
 
1. Komplexbildung Plasmid-DNA und Metafectene Pro ⇒ Inkubation : 15 min, RT 
2. Zugabe Lipofection Enhancer  ⇒ Inkubation : 15 min, RT 
3. Zugabe der Suspension auf CaCo-2-Zellen 
⇒ Inkubation auf Magnetplatte: 
    15 min, RT 
4. Sofortiger Mediumwechsel aufgrund der hohen Toxizität der Substanzen 
 
Das in der vorliegenden Arbeit zur Transfektion verwendete Konstrukt pCMV-
LXRE-luc wurde freundlicherweise von Herrn Prof. David J. Mangelsdorf (Howard 
Hughes Medical Institute, Dallas) zur Verfügung gestellt. 
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3.5.2 LXRE-Transaktivierungs-Luciferaseassay 
Bei den Luciferasen handelt es sich um Enzyme 
unterschiedlicher Struktur, in deren Anwesenheit es 
zur Oxidation von Luciferinen und nachfolgend zur 
Entstehung von Biolumineszenz kommt. Sie finden oft 
Verwendung als Indikatorenzyme in Transaktivierungs-
Assays. Meist werden zu diesem 
Zweck Firefly-Luciferasen aus 
Leuchtkäfern, wie Photinus 
pyralis, und Renilla-Luciferasen, 
wie z.B. der Seequalle Renilla reniformis, eingesetzt. 
Während die Leuchtkäfer-Luciferase für die Umsetzung 
ihres Substrats D-Luciferin in Oxyluciferin einige 
Kofaktoren benötigt (Gleichung 1), findet die Reaktion zur 
Erzeugung von Lumineszenz bei der Renilla-Luciferase 
jedoch nur mittels Beteiligung von Luciferin unter 
Anwesenheit von Sauerstoff statt. Als Substrat für Renilla fungiert dabei 
Coelenterazin, wobei es in vitro zur Emission von blauem Licht der Wellenlänge 
460-490 nm kommt 218. Bei der Leuchtkäfer-Luciferase hingegen erfolgt die 
Lichtemission im Bereich von ca. 538-582 nm 219. 
              
Luciferase
ATP + Luciferin + O2 Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht 
Mg2+
 
                      Gleichung 1: Biolumineszenzreaktion durch Katalyse der Firefly-Luciferase 
 
Im Rahmen dieser Reaktion entstehen Photonen, deren Zählung über einen 
Photomultiplier erfolgen kann. Aus den direkt gezählten Impulsen resultieren nun 
Rohdaten, die sogenannten relativen Lichteinheiten (RLU = relative light units). 
Die auf diese Weise gemessene Luciferaseaktivität wurde in der vorliegenden 
Arbeit auf den Proteingehalt der Proben normiert (3.6.2), wobei eine Korrelation 
zur Transaktivierung des LXREs (1.1.5) im Promotor des Reporterkonstrukts 
(LXRE-luc) besteht. 
Der LXRE-Luciferasetest wurde mit dem Luciferaseassay von Promega und die 
nachfolgende Messung der Lichtemission im Luminometer Mithras der Firma 
Berthold durchgeführt. Dazu wurden CaCo-2-Zellen (0,2 x 106) auf 48-Lochrund-
Kulturplatten ausgesät, mit dem Konstrukt pCMV-LXRE-luc transfiziert (3.5.1), 
danach mit den zu testenden Substanzen bzw. potentiellen Agonisten inkubiert 
   
   Abbildung 11: Photinus pyralis 
  (aus: www.biosynth.com) 
     
 
 
     Abbildung 12: Renilla 
reniformis  
     (aus:www.biosynth.com) 
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und anschließend mit PBS-/- gewaschen. Nachdem die Kulturplatten gut getrocknet 
waren, wurden die Zellen in 50-60 μl passivem Lysepuffer (im Reagenzienansatz 
enthalten) für ca. 15 min lysiert und zur Entfernung der unlöslichen 
Zellbestandteile zentrifugiert (14.000 U/min , 2-3 min, 4°C). Im Messprotokoll 
wurde eine Verzögerung von 0,1 s nach Injektion des Substratmixes (50 μl) 
festgelegt und die Luciferaseaktivität in den Lysaten (10 μl) für 20 s im 
Luminometer gemessen. 
3.5.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus CaCo-2-Zellen 
RNA dient der Umsetzung genetischer Information in entsprechende Proteine, 
wobei bezüglich der Sequenz Komplementarität zur DNA als Träger der 
genetischen Information besteht. Im Gegensatz zur DNA liegt die RNA jedoch in 
der Regel als Einzelstrang vor. Ein weiterer, insbesondere für die Isolierung von 
RNA bedeutsamer Unterschied zeigt sich jedoch in der Hydroxylgruppe am 
Pentosering, wodurch eine basische Hydrolyse ermöglicht wird. Die daraus 
resultierende geringere Stabilität der RNA bewirkt auch eine größere Neigung zur 
Degradierung durch RNasen im Vergleich zur DNA. RNA besteht aus 
verschiedensten RNA-Typen, die Wichtigsten sind jedoch die rRNA (ribosomal 
RNA, ca. 80 %), die tRNA (transfer RNA, ca. 15 %) und die mRNA (messenger 
RNA, ca. 5 %). 
Um eine durch RNasen bedingte Degradierung der RNA zu vermeiden, sollten alle 
praktischen Tätigkeiten in diesem Zusammenhang unter dem Anspruch höchster 
Sauberkeit stattfinden. Dies beinhaltet auch das Autoklavieren von Materialien 
und das Verwenden von DEPC-Wasser. Letzteres bewirkt durch eine kovalente 
Bindung an primäre und sekundäre Amine (Alkylierung), wie z.B. auch an die 
Histidinseitenketten in den aktiven Zentren vieler RNasen, eine irreversible 
Inhibition. Das nicht verbrauchte DEPC zerfällt beim Autoklavieren schließlich in 
die beiden flüchtigen Produkte CO2 und Ethanol. 
Für die Durchführung der RNA-Isolierung wurden auf 6-Lochrund-Kulturplatten 
ausgesäte und zu 80 % konfluente CaCo-2-Zellen in 15 ml Falcon-Röhrchen 
gesammelt und zentrifugiert (200 g, 5 min, RT). Der Überstand wurde verworfen, 
das Pellet mit 1 ml sterilem PBS gewaschen und in ein 2 ml Reaktionsgefäß 
überführt. Die weiteren Schritte zur Isolierung der RNA fanden streng nach dem 
Protokoll für das Nucleospin RNA II-Kit der Firma Macherey-Nagel statt. Zunächst 
erfolgte die Lyse mit chaotropischen Salzen zur wirkungsvollen Denaturierung und 
Inaktivierung von Proteinen, wie beispielsweise den RNasen. Gleichzeitig wurden 
damit auch gute Bedingungen für die Bindung der im Lysat vorhandenen RNA an 
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die Silikamembran geschaffen. Anschließend wurde das Lysat filtriert, 
homogenisiert und mittels DNase I kontaminierende DNA verdaut. In mehreren 
nachfolgenden Waschschritten wurde die noch gebundene RNA von Salzen und 
größeren Zellanteilen befreit, zuletzt die gereinigte Gesamt-RNA in RNase-freiem 
Wasser eluiert und bei -80°C aufbewahrt. 
Die Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades erfolgte 
photometrisch (Konzentration: 1 OD260 = 50 μg sRNA/ml Lösungsmittel; Reinheit: 
OD260/OD280 = 1,8 bis 2,0). 
3.5.4 Quantitative Real-time RT-PCR 
3.5.4.1 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)  
Bei der RT-PCR handelt es sich um eine Verbindung von zwei 
molekularbiologischen Methoden mit dem Ziel, die Expression von spezifischen 
Genen in Zellen, Geweben oder auch Blutserum nachzuweisen. Da für die PCR 
spezifische DNA-Polymerasen verwendet werden, die durch ihre Abhängigkeit von 
DNA nicht in der Lage sind RNA zu amplifizieren, ist zunächst die Umschreibung 
der RNA in spezifische cDNA mittels einer reversen Transkriptase (RT) nötig 220. 
Dabei handelt es sich um RNA-abhängige DNA-Polymerasen, welche die 
Transkription von mRNA in cDNA katalysieren. Ihre erstmalige Beschreibung in 
Retroviren erfolgte 1970 unabhängig von H. Temin 221 und D. Baltimore 222. Bei den 
heute verwendeten reversen Transkriptasen handelt es sich meist um modifizierte 
Enzymvarianten aus verschiedenen Retroviren, wie beispielsweise dem „Moloney 
Murine Leukemia Virus“ (M-MLV RT) oder „Avian Myeloblastosis Virus“ (AMV RT). 
In dieser Arbeit wurde jedoch eine reverse Transkriptase anderer biologischer 
Herkunft eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein rekombinantes heterodimeres 
Enzym, das in E. coli exprimiert wird. Das Temperaturoptimum liegt zwischen 37 
und 42°C. Die Inkubation mit den Ansätzen wurde in der vorliegenden Arbeit für 
60 min bei 37°C durchgeführt; als Primer für die reverse Transkription wurden 
Random Hexamerprimer eingesetzt. Die Synthese der cDNA erfolgte nach dem 
Herstellerprotokoll der Firma Qiagen mittels des Omniscript Reverse 
Transcription-Kits (Tabelle 4). 
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Tabelle 4: Protokoll zur reversen Transkription 
KOMPONENTEN ENDKONZENTRATION 
RT-Puffer 1 x 
dNTPs 0,5 mM pro dNTP 
Random Hexamerprimer 20 μM  
Reverse Transkriptase 4 U 
Gesamt-RNA 200-1000 ng 
RNase-freies Wasser variabel (Endvolumen: 20 μl) 
 
Zur Amplifikation spezifischer Sequenzen eines DNA-Strangs schließt sich als 
zweiter Schritt der RT-PCR die Polymerasekettenreaktion (PCR) an, die 1983 vom 
amerikanischen Biochemiker Kary Banks Mullis 223 entwickelt wurde. Nach einem 
Initialisierungsschritt zum Aufschmelzen der doppelsträngigen DNA (5 min, 95°C) 
in Einzelstränge folgt der eigentliche PCR-Prozess, bestehend aus einer Anzahl von 
20 bis 40 Zyklen eines entsprechenden Thermoprotokolls. Dieser Vorgang, der zu 
einer exponentiellen Vermehrung der Ziel-DNA führt, wurde in einem 
Thermocycler ausgeführt, wobei sich jeder Zyklus aus drei Schritten 
zusammensetzt: 
 
1. DENATURIERUNG (MELTING): 
Nochmaliges Erhitzen für 30 s auf 95°C zur Auftrennung der doppelsträngigen 
DNA in Einzelstränge durch Aufbrechen der Wasserstoffbrückenbindungen 
2. PRIMERHYBRIDISIERUNG (ANNEALING): 
Temperatursenkung zur Anlagerung der spezifischen Primer an die DNA-
Einzelstränge (meist 55-65°C, 20-60 s) 
3. ELONGATION (EXTENSION): 
Synthese des komplementären Strangs durch die thermophile Taq-Polymerase 
(72°C, 20-60 s) bei fortbestehender Primerbindung zur Bildung des 
Einzelstranganfangs 
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Die Verwendung der für die Durchführung der PCR erforderlichen Ready-To-GoTM 
PCR Beads (GE Healthcare) fand in Anlehnung an das Protokoll des Herstellers 
statt. Die Beads enthalten neben der Taq DNA-Polymerase sowohl dNTPs als auch 
einen geringen Anteil an Magnesiumchlorid in lyophilisierter Form. Für die 
Herstellung eines Ansatzes wurden die Beads in DEPC-Wasser gelöst und als 
weitere Komponenten das SYBR Green I, Magnesiumchlorid, die entsprechenden 
Primer und die cDNA hinzugefügt (Tabelle 5). Außerdem wurde in der 
vorliegenden Arbeit das in Tabelle 6 beschriebene Thermoprotokoll eingesetzt. 
Die entstandenen Produkte der RT-PCR können anschließend elektrophoretisch in 
einem Agarosegel aufgetrennt und die Fragmente im UV-Licht überprüft werden. 
Die Lagerung der Produkte fand bei 4 bis 8°C statt. 
Tabelle 5: Protokoll zum optimierten PCR-Raktionsansatz 
SYBRGreen I 0,1 x 
ABCA1 100 nM 
LXRα 100 nM Primer 
β-Aktin 100 nM 
ABCA1 3,5 mM 
LXRα 1,5 mM MgCl2 
β-Aktin 3,5 mM 
PCR-Beads 1 
cDNA 3 μl 
K
O
M
P
O
N
E
N
T
E
N
 
DEPC-Wasser 
E
N
D
K
O
N
Z
E
N
T
R
A
T
IO
N
 
variabel 
(Endvolumen: 25 μl) 
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Tabelle 6: Protokoll zur quantitativen Real-time PCR 
Real time PCR Zeit Temperatur 
Zyklenzahl: 35-40 
Denaturierung 30 s 95°C 
Annealing 20 s 60°C 
Elongation 20 s 72°C 
 
3.5.4.2 Real-time RT-PCR 
Die quantitative Real-time RT-PCR 224 stellt eine Methode zur Vervielfältigung von 
Nukleinsäuren dar. Sie beruht auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion 
(PCR), darüber hinaus bietet diese Methode aber auch die Möglichkeit zur 
Quantifizierung der mRNA. Diese erfolgt mittels Fluoreszenzmessungen während 
der PCR-Zyklen, wohingegen die Messung der gebildeten Produktmenge bei der 
herkömmlichen PCR erst am Ende durch Detektion ermittelt werden kann. Die 
einfachste Option zur Quantifizierung bietet der Einsatz von DNA-Farbstoffen, wie 
z.B. das SYBR Green I (Molecular Probes), das auch in dieser Arbeit verwendet 
wurde. Solche Fluoreszenzfarbstoffe haben die Eigenschaft, mit der DNA zu 
interkalieren, wobei das resultierende Fluoreszenzsignal proportional zur Menge 
der gebildeten PCR-Produkte ansteigt. Um die Enzyme im log-linearen Bereich der 
Kinetik optimal zu nutzen, sollte die Amplifikatlänge 500 bp dabei nicht 
überschreiten. Für die Durchführung der Real-time RT-PCR wurde in der 
vorliegenden Arbeit ein iCycler der Firma Bio-Rad verwendet, dessen Ausstattung 
eine UV-Lampe und eine CCD-Kamera umfasst, wodurch eine Anregung des 
fluoreszierenden Farbstoffs und dessen Messung ermöglicht wird. 
Die Fragmentlänge und Spezifität des Produkts wird am Ende der PCR durch die 
Analyse der Schmelzkurve qualitativ überprüft. Bei diesem Vorgang kommt es 
durch kontinuierliche Temperaturerhöhung (50 bis 95°C) zur Aufschmelzung der 
DNA in Einzelstrangmoleküle und zur Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs. 
Durch den höheren Schmelzpunkt von Doppelstrang-DNA der spezifischen PCR-
Produkte im Vergleich zu unspezifisch entstehenden Primerdimeren kann hier eine 
Unterscheidung getroffen werden. Außerdem gibt die Schmelzkurve eine 
ungefähre Auskunft über die Menge und Reinheit des enstandenen Fragments. 
Neben der hier beschriebenen Methode gibt es aber noch einige weitere 
Möglichkeiten der Quantifizierung von Amplifikationen, wie beispielsweise 
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Molecular Beacons 225, FRET-Sonden (z.B. LightCycler-Sonden 226), Taqman-
Sonden 227 oder Lux-Primer 228. 
Die Bestimmung der Amplifikationseffizienz der PCR kann mit verschiedenen 
Methoden erfolgen. Die einfachste und auch am häufigsten verwendete Methode 
ist die Amplifikation der RNA in 10-fachen Verdünnungsstufen. Aus der Steigung 
m der Standardkurve kann dann die Effizienz E berechnet werden: 
 
E = 10 –1 / m – 1 
 
Eine Steigung m von – 3,322 wäre somit gleichbedeutend mit einer Effizienz von 
100 % und einer Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus. 
3.5.4.3 Absolute und relative Quantifizierung 
Die absolute Quantifizierung stellt eine recht aufwändige und auf einer 
Kalibrierungskurve einer synthetischen RNA mit gleichen Primern als inneren 
Standard basierende Strategie dar. Aus diesem Grund wird meist die relative 
Quantifizierung herangezogen. Dabei wird die Genexpression des Zielgens auf eine 
endogene Kontrolle (housekeeping gene) bezogen. Dieses Referenzgen sollte die 
Eigenschaft einer möglichst konstanten Expression aufweisen. In der vorliegenden 
Arbeit wurde dafür ß-Aktin verwendet, es können aber auch andere Gene, wie z.B. 
GAPDH oder Tubulin, zu diesem Zweck eingesetzt werden. In Hinblick darauf, 
dass die Gesamtanalyse auf diesem Signal beruht, sollte bei der Wahl der internen 
Kontrolle auf eine leichte Detektierbarkeit und möglichst wenig Varianz bezüglich 
der Expression während des Zellzyklus, zwischen den Zelltypen oder als Reaktion 
auf die experimentelle Behandlung bestehen 220. 
Die erste Phase der Amplifikation zeichnet sich durch eine begrenzte 
Templatemenge (d.h. alle anderen Reagenzien sind im hohen Überschuss 
vorhanden) mit einem weit unter der Detektionsgrenze liegenden Signal aus. 
Dagegen kommt es in der dritten Phase zu einem Plateau im Anstieg des 
Amplifikats durch Verbrauch der dNTPs oder begrenzende Aktivität bzw. 
Hemmung der Enzyme und somit zu einer nicht mehr vollständigen Verdopplung 
des Signals pro Zyklus.  
Ein der Detektion zugänglicher, noch exakt exponentieller und aus diesem Grund 
auch quantifizierbarer Anstieg besteht nur in der dazwischen liegenden log-
linearen Phase. Zur zuverlässigen Erfassung des Beginns der exponentiellen Phase 
wird vielfach der Ct-Wert (treshold cycle) verwendet, wodurch der Zyklus 
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beschrieben wird, an dem die Fluoreszenz erstmals hochsignifikant das Rauschen 
der Hintergrundfluoreszenz überschreitet. Die relative Quantifizierung erfolgt 
dann nach der Delta-delta-Ct-Methode: Zuerst wird die Differenz im Ct-Wert des zu 
quantifiziernden Zielgens im Vergleich zum Ct-Wert des Housekeeping Genes in 
derselben Probe gebildet. Danach wird von dieser Differenz der behandelten Probe 
die Differenz in der Kontrollprobe abgezogen. Dabei ist die gleiche Effizienz der 
beiden beteiligten Reaktionen von großer Wichtigkeit, was aber als Steigung des 
log-linearen Teils der Absorptionskurve abgelesen werden kann.  
 
ΔCt = Ct (Zielgen) – Ct (Housekeeping Gene) 
Δ(ΔCt) = ΔCt (Behandlung) – ΔCt (Kontrolle) 
 
Die Resultate können nun in folgende Formel zur Berechnung des Fold Changes 
(n-fache Expression ) eingesetzt werden: 
 
fold change = 2– (Δ(ΔCt)) 
 
3.6 Proteinbiochemische Methoden 
3.6.1 Gesamtproteinextraktion aus CaCo-2-Zellen 
Aufgrund der ubiqiuitär vorkommenden Proteasen erfordert die Durchführung von 
Tätigkeiten in Verbindung mit Proteinen ein hohes Maß an Sauberkeit. Um eine 
Degadierung der Proteine zu verhindern, sollte deshalb beispielsweise stets auf 
das Tragen von Handschuhen und die Verwendung von sterilen Materialien 
geachtet werden. Die Gesamtproteinextraktion erfolgte nach einer durch Dr. W. 
Erl modifizierten Methode von DiDonato et al. 229. 
Zur Durchführung dieser Methode wurden die auf 6-Lochrundplatten kultivierten 
und zu 80 % konfluenten CaCo-2-Zellen auf Eis gelagert, mit einem Zellschaber 
abgekratzt und anschließend in vorgekühlte 15 ml Falcon-Röhrchen überführt. Das 
durch Zenrifugation (200 g, 5 min, 4°C) gewonnene Zellpellet wurde mit 1 ml 
eiskaltem PBS+/+ resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 
anschließend nochmals abzentrifugiert (2000 g, 1 min, 4°C ). Zur Zelllyse erfolgte 
eine kräftige Resuspension des Zellsediments mit dem Lysepuffer (WCEB), der mit 
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der entsprechenden Menge Proteaseinhibitor-Mix versetzt war. Nach einer 
Inkubation für 30 min auf Eis wurden die Proteine durch Zentrifugieren (7000 g, 
10 min, 4°C) von Membranresten gereinigt und in 500 μl Reaktionsgefäße 
überführt. Die Proteinextrakte wurden bei -80°C aufbewahrt. 
3.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Bestimmung der Proteinmenge wurde mit dem DC Protein Assay der Firma 
Biorad nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Dazu erfolgte die 
Herstellung einer Eichgeraden unter Verwendung des jeweiligen Lysepuffers aus 
einer BSA-Stammlösung (Konzentration: 50 mg/ml). Sowohl für die Proben als 
auch für die Erstellung der Eichgeraden wurden Doppelwerte unter Verwendung 
von je 5 ml Probe bzw. Standard in einer Mikrotiterplatte bestimmt. Der Ansatz 
wurde für 15 min bei RT inkubiert und anschließend die Absorption bei 690 nm im 
Photometer gemessen. Die Ermittlung der Proteinkonzentration fand über die 
Eichgerade statt. 
3.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Bei der SDS-Page handelt es sich um eine Methode zur elektrophoretischen 
Trennung und Analyse von Proteingemischen, wobei ein Gel auf 
Polyacrylamidbasis als Trennmedium fungiert. Zusätzlich wird das Detergens SDS 
(Sodiumdodecylsulfat) verwendet, wodurch es zu einer Überdeckung der 
Proteineigenladung durch Bildung von negativ geladenen SDS-Proteinkomplexen 
und damit zu einer konstanten Ladungsverteilung kommt. Denaturierende 
Eigenschaften von SDS bezüglich der Proteine verhindern außerdem Interaktionen 
zwischen den Proteinen. Daraus resultiert eine Wanderung der SDS-
Proteinkomplexe zur Anode im elektrischen Feld und eine alleinige 
Unterscheidung der Proteine durch ihr Molekulargewicht. 
Für die Anwendung der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde das 
Vertikalelektrophoresesystem für Minigele Mini-PROTEAN 3, modifiziert nach 
Laemmli et al. 230, eingesetzt. Zur Auftrennung der Proteingemische wurden 7,5 % 
Trenngele verwendet, die eine gute Auftrennung von Proteinen im Bereich von 30-
250 kDa ermöglichen. Die Proteinextrakte wurden mit Probenpuffer (3.1.2) im 
Verhältnis 1 : 5 versetzt. Ein Kochen der Proben wurde nicht durchgeführt, da es 
bei großen Proteinen zu Aggregationen und damit zu einem erschwerten Eintreten 
in das Laufgel kommen kann. Die Proteingröße wurde mittels eines vorgefärbten 
Proteinmolekulargewichtsmarkers bestimmt, der parallel zu den Proben 
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aufgetragen wurde. Die Durchführung der Elektrophorese erfolgte bei einer 
konstanten Spannung von 200 V für 45 bis 60 min im Laufpuffer (3.1.2) und RT. 
3.6.4 Immunoblot (Western Blot) 
Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine (3.6.3) wurden diese in einer Mini-
Nassblotkammer der Firma Bio-Rad für 60 min bei 100 V (0,14-0,20 mA) und 4°C 
auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Anwendung der Ponceau S-
Färbelösung (Inkubation ca. 1 min, zur Entfärbung mehrmaliges Waschen mit TBS-
Puffer) ermöglichte eine Kontrolle der Transfereffizienz. 
Nach dem Proteintransfer wurde die Membran zur Absättigung unspezifischer 
Bindungsstellen für 1 h bei RT mit Blockierungspuffer (3.1.2) und nachfolgend 
optional entweder für 1 h oder über Nacht mit dem Primärantikörper inkubiert. 
Vor und nach der Inkubation mit dem HRP-markierten Sekundärantikörper für 1 h 
wurde die Membran 3 x für 5 min mit TBS/Tween-Puffer (3.1.2) gewaschen. 
Schließlich erfolgte die Inkubation mit dem SuperSignal West Pico 
Chemilumineszenzsubstrat der Firma Pierce für ca. 1 min. Die Membran wurde 
nach Entfernung überschüssigen Substrats durch Filterpapier in eine Filmkassette 
gelegt. Die resultierende Chemilumineszenz wurde über die Exposition eines Films 
gemessen, wodurch die spezifisch gefärbten Proteine nachgewiesen werden 
konnten.  
Falls auf derselben Membran erneut Proteine mit anderen Antikörpern 
nachgewiesen werden sollten, wurde die Membran zur Ablösung der vorhandenen 
Antikörper für 30 min bei 50°C mit Stripping-Puffer inkubiert. Nach mehrmaligem 
Waschen mit TBS/Tween-Puffer (3.1.2) wurde anschließend eine weitere 
Immunodetektion durchgeführt.  
In der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 7 und Tabelle 8 beschriebenen 
primären und sekundären Antikörper verwendet.  
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Tabelle 7: Primärantikörper zur Immundetektion 
ANTIKÖRPER GRÖßE VERDÜNNUNG 
ABCA1 (rabbit) 220 kDa 
1 : 1000, 1 h bei RT 
oder 
1 : 2000, über Nacht im 
Kühlschrank 
3 % Magermilch (Lösung in 
TBS-Puffer ) 
ß-Aktin (mouse) 42 kDa 
1 : 2000, 1 h bei RT 
5 % Magermilch  
 
Tabelle 8: Sekundärantikörper zur Immunodetektion 
ANTIKÖRPER VERDÜNNUNG 
Anti-rabbit 
1 : 2000, über Nacht im 
Kühlschrank 
3 % Magermilch 
Anti-mouse 
1 : 2000, 1 h bei RT 
5 % Magermilch 
 
3.7 Chemisch-analytische Methoden 
3.7.1 GC/MS 
Der Begriff GC/MS beschreibt eine Methode aus der analytischen Chemie, die zur 
massenanalytischen Bestimmung einzelner Bestandteile von Produktgemischen 
dient und auch zur Strukturauflärung beiträgt. Dazu erfolgt die Kopplung eines 
Gaschromatographiegerätes (GC) mit einem Massenspektrometer (MS). Die 
Gaschromatographie stellt dabei eine effiziente Methode zur Auftrennung des zu 
untersuchenden gelösten Substanzgemisches in Einzelkomponenten dar, indem 
dieses mittels eines Gasstromes über eine stationäre Phase geleitet wird. Als 
mobile Phase wird ein inertes Trägergas (z.B. Stickstoff, Wasserstoff, meist jedoch 
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Helium) verwendet, das eine mit Trennmaterial beschichtete Quarzsäule 
definierten Innendurchmessers und Länge durchströmt. Zur Auftrennung des 
ebenfalls gasförmigen Substanzgemisches erfolgt eine Injektion des Gemisches 
über den Injektor in den Gasstrom. Anschließend erfolgt die Analyse der 
Einzelkomponenten durch einen Detektor. Die Methode der Gaschromatograhie 
erlaubt jedoch nur die Untersuchung von flüchtigen Substanzen mit relativ 
geringer Molekülmasse.  
Dem GC ist ein Massenspekrometer nachgeschaltet, das sich aus einer Ionenquelle 
zur Ionisierung der gasförmigen Moleküle, einem Massenanalysator zur 
Auftrennung der Ionen bezüglich ihres Masse/Ladungszahlverhältnisses (m/z) und 
einem Detektor zur Intensitätsmessung der erzeugten Ionen zusammensetzt. Die 
Ionisierung geht hierbei in der Regel mit einer stark methodenabhängigen 
Fragmentierung der Verbindungen einher. Nach dem Durchlaufen der 
Chromatographiesäule stehen zur nachfolgenden Ionisierung der getrennten Stoffe 
unterschiedliche Methoden zur Verfügung. Meist werden als 
Ionisierungstechniken zur Ionisierung der Substanzen in einer Ionenquelle die 
Elektronenstoßionisation (electron impact-EI) oder aber die chemische Ionisaton 
(CI) und die Feldionisation (FI) eingesetzt. Für die Aufnahme von Massenspektren 
werden bei einfachen Geräten Ion-Trap- oder Quadrupol-Analysatoren verwendet. 
Geräte zur Bestimmung hoher Molekülmassen sind häufig mit Time-of-Flight- 
(TOF) oder hochauflösenden Sektorfeldanalysatoren ausgestattet. Bei 
Substanzgemischen, die sich nicht erfolgreich über die GC analysieren lassen, 
kann stattdessen die Flüssigchromatographie (liquid chromatography) mit MS-
Kopplung (LC/MS) herangezogen werden, da hier die Substanzgemische nicht 
verdampft werden müssen. 
Zur Identifizierung und Quantifizierung von Phytosterolprodukten wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine DB5MS Kapillarsäule verwendet. Nach 
Durchführung der Derivatisierung (3.7.2.3) der zu quantifizierenden Proben 
erfolgte das Einspritzen von 1 bis 5 μl Aliquots in das Injektionssystem, wobei 
Helium als Trägergas fungierte. Es wurde für 6 s eine Temperatur von 60°C 
gehalten, anschließend auf 280°C (10°C/s) erhöht und diese Temperatur für 1 min 
beibehalten. Die initiale Säulentemperatur von 265°C wurde für 2 min gehalten, 
auf 310°C (4,5°C/min) erhöht und dann für 25 min aufrechterhalten. Der 
verwendete Gaschromatograph war mit einem Quadrupol-Massenspektrometer 
gekoppelt, das im Elektronenstoßionisationsmodus (electron impact-EI) betrieben 
wurde. Die Ionenquelle wurde bei 150°C mit einer Elektronenenergie von 70 eV 
betrieben und die Temperatur der Transferleitung während des Durchlaufs bei 
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280°C gehalten. Für die Identifizierung der in dieser Arbeit gesuchten oxidierten 
Phytosterole erfolgte der Vergleich sowohl der relativen Retentionszeiten als auch 
der analogen Massenspektren von authentischen, oxidierten Cholesterolstandards 
und den Spektren synthetisierter Oxyphytosterole. Hierbei wurden 
Gesamtionenspektren über den Massenbereich m/z 90-600 bei einer Scanrate von 
0,5 scans/s aufgenommen 212. 
3.7.2 Herstellung von Oxyphytosterolen 212 
3.7.2.1 Dünnschichtchromatographie (thin-layer chromatography) 
Jeder Schritt zur Oxidierung und Aufreinigung der oxidierten Phytosterole wurde 
über die Methode der Dünnschichtchromatographie (TLC) überprüft. Dazu erfolgte 
die Applikation von 1 bis 10 μg der Proben auf eine vorbeschichtete Silikagelplatte 
(Alugram Sil G; 0,2 mm, 20 x 20 cm; Macherey-Nagel). Die Platten wurden in 
Diethylether entwickelt, getrocknet und mit 80 %-iger Schwefelsäure besprüht, um 
die Produkte sichtbar zu machen. Anschließend wurden die Platten erhitzt. Für die 
weitere Verarbeitung der Produkte wurden Bezirke von parallelen Spuren, die 
zuvor nicht zur Visualisierung besprüht und erhitzt worden waren, von der 
Dünnschichtplatte abgekratzt, mit Diethylether eluiert und wie nachfolgend 
beschrieben behandelt.  
3.7.2.2 Festphasenextraktion (solid-phase extraction) 
Die Konditionierung der Silikakartuschen erfolgte durch Hexan. Alle Proben 
wurden in 200 μl Chloroform appliziert und die Kartuschen mit 4 ml Hexan 
gewaschen. Nachfolgend wurden die Oxidationsprodukte mit steigenden 
Diethyletherkonzentrationen in Hexan eluiert, in separaten Gefäßen gesammelt 
und zuletzt die Kartuschen mit reinem Diethylether gewaschen. 
3.7.2.3 Derivatisierung 
Die Derivatisierung der Proben dient der Verbesserung der Probentrennung im 
GC, da die Flüchtigkeit der Substanzen steigt. Dazu wurden alle Proben vor der 
Analyse unter Stickstoff abgedampft und deren Trimethylsilylether- oder 
Acetatderivate generiert. Die Derivatisierung der Trimethylsilylether (TMS) 
erfolgte in 50 μl Silyl 911 (99 % BSTFA + 1 % TMCS) 231 für 1 h bei 45°C. Die 
Acetatderivate wurden in 50 μl Acetanhydrid (5 %), das mit wasserfreiem Pyridin 
versetzt war, für 2 h bei 60°C erzeugt. 
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3.7.2.4 Oxidation von Stigmasterol 
Die chemische Oxidation von Stigmasterol wurde mittels Blei(IV)-oxid (PbO2) und 
Hydroxybenzotriazol (HBT) durchgeführt (Abbildung 13). Dazu wurde ein dem 
Laccase-Mediatorsystem 232 analoges System angewendet, das für die Oxidation 
von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen durch eine Phenoloxidase 
beschrieben worden war. Hierfür wurden 100 bis 500 mg des Phytosterols in 5 ml 
wasser- und ethanolfreiem Chloroform (Molekularsieb; 3 Å) gelöst, mit HBT (ca. 
1,5 mM) gesättigt und die Reaktion durch den Zusatz einer kleinen Menge des 
Blei(IV)-oxids gestartet. Es erfolgte die wiederholte Zugabe von HBT und PbO2 
nach 1 und 5 h, während die Lösung bei Raumtemeperatur gerührt wurde. Die 
Umsetzung wurde mittels TLC (3.7.2.1) überprüft. Nach 8 h wurde das PbO2 
herunterzentrifugiert, der Überstand durch eine Silikakartusche geleitet und die 
Oxyphytosterole mit Diethylether eluiert. Der Eluent wurde unter Stickstoff 
abgedampft, der Rückstand in Methanol/Ethylacetat (1 : 1) gelöst und potentielle 
Hydroperoxide durch den Zusatz von NaBH4 im Überschuss reduziert. Im 
Anschluss an das erneute Abdampfen der Lösung wurde eine weitere Aufreinigung 
der Oxyphytosterole mittels SPE (3.7.2.2) durchgeführt.  
 
 
                    
Abbildung 13: Oxidation von Sterolen mittels des HBT/PbO2-Systems (Johannes and Lorenz 2004 212)  
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3.8 Statistische Auswertung 
Die Ergebnisse wurden in den Abbildungen als Mittelwert ± SEM (standard error 
of the mean) von mindestens vier bis neun Versuchen angegeben. Zur Auswertung 
wurde das Statistikprogramm SigmaStat verwendet. Die Unterschiede zwischen 
den Mittelwerten bei verschiedenen experimentellen Bedingungen wurden zuerst 
durch Varianzanalyse, bei möglicher Abweichung von der Normalverteilung und 
Gleichheit der Varianzen durch Rangvarianzanalyse nach Kruskal-Wallis getestet. 
Bei signifikantem Ergebnis der globalen Varianz- bzw. Rangvarianzanalyse (p 
angegeben in den Legenden) wurden die Paardifferenzen zur Kontrolle mit dem 
Post-hoc-Test nach Holm-Sidak bzw. Dunn auf Signifikanz getestet. Die 
Irrtumswahrscheinlichkeiten sind mit * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01) und *** (p ≤ 0,001) 
für den Paarvergleich zur Kontrolle in den Abbildungen angegeben. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Etablierung von LXRα an CaCo-2-Zellen in der Real-time 
RT-PCR 
Bei ABCA1 konnte auf eine etablierte Real-time RT-PCR zurückgegriffen werden. 
Zur Untersuchung von LXRα in CaCo-2-Zellen war zuerst die Etablierung der 
quantitativen Real-time RT-PCR dieses Rezeptors notwendig. Die Schaffung 
optimaler Bedingungen für den Vergleich und die Quantifizierung 
unterschiedlicher Amplifikate ist hierbei von wesentlicher Bedeutung. Dazu wurde 
die Gesamt-RNA (3.5.3) von CaCo-2-Zellen aus einer Zellpassage isoliert. Es 
wurden 3-4 verschiedene auf diese Weise hergestellte RNA-Pools zur Etablierung 
verwendet. Nach Bestimmung der RNA-Konzentration (3.5.3) wurde eine 
Verdünnungsreihe in Zehnerschritten angelegt und der LXRα-Rezeptor mittels 
Real-time RT-PCR (3.5.4) bei verschiedenen Konditionen amplifiziert. Die Effizienz 
war von der optimalen Kombination der etablierten Parameter abhängig (Tabelle 
9). 
Tabelle 9: Optimierte Parameter zur Etablierung der Real-time RT-PCR für den LXRα-Rezeptor in CaCo-
2-Zellen 
ANNEALING ELONGATION ENDKONZENTRATION 
Zeit Temperatur Zeit Temperatur MgCl2 Primer 
20 s 60°C 20 s 72°C 1,5 mM 100 nM 
 
Aus der Steigung der gemessenen Standardgerade (Abbildung 14) kann die 
Amplifikationseffizienz der PCR ermittelt werden. Mit den optimierten Konditionen 
wurde eine Effizienz (3.5.4.2) von nahe 100 % bei einem Korrelationskoeffizienten 
von 1,000 und einer Steigung von −3,326 (≈ - log 2(10)) erreicht.  
64 4 Ergebnisse 
 
Abbildung 14: Standardgerade mit Doppelwerten einer RNA-Verdünnungsreihe mittels quantitativer 
Real-time RT-PCR von LXRα. Gesamt-RNA von CaCo-2-Zellen wurde in 10-er Verdünnungsschritten 
eingesetzt (von rechts nach links): 1000 ng RNA (pur), 100 ng RNA (1:10), 10 ng RNA (1:100), 1 ng 
RNA (1: 1000) 
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wurden diese außerdem in einem 1,5 %-igen Agarosegel aufgetrennt. Die Länge 
der erhaltenen LXRα-Amplifikate entsprach dabei der erwarteten Länge von 142 
bp (Abbildung 15). 
            
1 2 4 53
100 bp -
500 bp -
1000 bp -
200 bp - spezifisches Amplifikat für LXRα
 
Abbildung 15: Größen- und Reinheitskontrolle spezifischer LXRα-Amplifikate im 1,5 %-igen Agarosegel. 
Gesamt-RNA von CaCo-2-Zellen wurde in 10-er Verdünnungsschritten eingesetzt (von links nach 
rechts): 1 = DNA-Standard (100-1000 bp), 2 = 1000 ng RNA (pur), 3 = 100 ng RNA (1:10), 4 = 10 ng 
RNA (1:100), 5 = 1 ng RNA (1:1000)  
 
Die entstandenen Produkte wurde nach Beendigung jedes PCR-Laufs auch durch 
eine Analyse der Schmelzkurve (3.5.4.2) überprüft (Abbildung 16). Als interne 
Kontrolle (housekeeping gene) diente ß-Aktin, da es in CaCo-2-Zellen auch unter 
experimenteller Behandlung eine konstante Expression aufwies (3.5.4.3). 
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Abbildung 16: Schmelzkurvenanalyse spezifischer Amplifikate von CaCo-2-Zellen mittels quantitativer 
Real-time RT-PCR unter Verwendung von SYBR Green I. Die Abbildung zeigt die Negativkontrolle als 
Einfachwert (schwarz) und Doppelwerte für LXRα-Amplifikate  
4.2 Effekte von Hydroxycholesterolen auf die Transkription 
in CaCo-2-Zellen 
4.2.1  Expression ABCA1-spezifischer mRNA 
Die Wirkung synthetischer Oxystigmasterole auf den Cholesterinexporter ABCA1 
wurde zunächst auf Transkriptionsebene überprüft. Vor Einsatz der eigentlichen 
Testsubstanzen wurden im Vorfeld Versuche mit weiteren Sterolen, von denen 
agonistische Effekte publiziert waren, durchgeführt. 
Die Zellen wurden für 3 und 24 h mit der Lösungsmittelkontrolle, dem RXR-
Liganden 9-cis RA (1 μM) oder den putativen physiologischen LXRα-Liganden 
22(R)-OHC (10 μM), 24(S)-OHC (10 μM) bzw. 25-OHC (10 μM) jeweils in 
Kombination mit 9-cis RA inkubiert. Anschließend wurde die Gesamt-RNA isoliert 
und ABCA1 mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und quantifiziert. 
Sowohl nach 3 als auch nach 24 h zeigte sich eine signifikante und mit 22(R)-OHC 
vergleichbare Induktion der mRNA-Transkription von ABCA1 durch eine 
Koinkubation der Zellen mit 24(S)-OHC und 9-cis-RA, während 25-OHC mit 9-cis-
RA ABCA1 etwas geringer stimulierte (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Expression ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden 
für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 1 μM 9-cis RA (Kontrolle) oder 10 μM 22(R)-OHC 
(Positivkontrolle), 24(S)-OHC bzw. 25-OHC jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-6 ± 
SEM; Rangvarianzanalyse (A bzw. B): p ≤ 0,01; Paarvergleich zur Kontrolle: ∗∗ : p ≤ 0,01).  
4.2.2 Expression LXRα-spezifischer mRNA 
Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse (4.2.1), die eine deutliche Induktion 
der Transkription des LXR-abhängigen Cholesterinexporters ABCA1 durch eine 
Stimulation mit Seitenkettenhydroxycholesterolen zeigten, wurde nachfolgend der 
Transkriptionsfaktor LXRα selbst auf eine Induktion der mRNA-Expression hin 
untersucht. 
Der Versuchsaufbau erfolgte wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben. Nach Etablierung 
des Transkriptionsfaktors LXRα (4.1) wurde zur Durchführung der Amplifikation 
und Quantifizierung von LXRα mittels Real-time RT-PCR identische Gesamt-RNA 
aus den Versuchen zur mRNA-Expression von ABCA1 verwendet (4.2.1). 
Wie in Abbildung 18 dargestellt, ist für die Stimulation der ABCA1-Transkription 
zumindest bis 24 h keine vermehrte Transkription von LXRα nötig. Die Inkubation 
mit Seitenkettenhydroxycholesterolen ergab weder bei 3 noch bei 24 h eine 
signifikante Induktion von LXRα. 
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Abbildung 18: Expression LXRα-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden 
für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 1 μM 9-cis RA (Kontrolle) oder 10 μM 22(R)-OHC 
(Positivkontrolle), 24(S)-OHC bzw. 25-OHC jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-6 ± 
SEM). 
4.3 Effekte von nativen Phytosterolen und Desmosterol auf 
die Transkription in CaCo-2-Zellen 
4.3.1 Expression ABCA1-spezifischer mRNA 
Im Folgenden wurden die nativen Phytosterole Stigmasterol und β-Sitosterol 
bezüglich der Expression ABCA1-spezifischer mRNA untersucht. Außerdem wurde 
auch Desmosterol getestet, das in der Literatur jüngst als potentiell LXRα-
agonistisches Zwischenprodukt der Cholesterinsynthese beschrieben wurde. Es 
handelt sich hierbei um einen an Position C-24 der Seitenkette noch ungesättigten 
Vorläufer des Cholesterins 89. 
Dazu erfolgte analog dem in Kapitel 4.2.1 bereits erläuterten Versuchsaufbau die 
Stimulation für 3 und 24 h mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 μM, 
Kontrolle) oder nativem Stigmasterol (10 μM), β-Sitosterol (10 μM) bzw. 
Desmosterol (10 μM) jeweils in Kombination mit 9-cis RA. Auch hier wurde 22(R)-
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OHC (10 μM) zusammen mit 9-cis RA als Positivkontrolle eingesetzt und alle 
Proben auf 9-cis RA als Kontrolle bezogen. 
Es konnte zu keiner der beiden Inkubationszeiten eine wesentliche Stimulation der 
Transkription von ABCA1 durch natives Stigmasterol, β-Sitosterol oder 
Desmosterol festgestellt werden (Abbildung 19).  
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Abbildung 19: Expression ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden 
für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 1 μM 9-cis RA (Kontrolle) oder 10 μM 22(R)-OHC 
(Positivkontrolle), nativem Stigmasterol, β-Sitosterol bzw. Desmosterol jeweils in Kombination mit 9-cis 
RA behandelt (n = 4-9 ± SEM; Rangvarianzanalyse (A bzw. B): p ≤ 0,001; Paarvergleich zur Kontrolle: 
∗∗∗ : p ≤ 0,001). 
4.3.2 Expression LXRα-spezifischer mRNA 
Obwohl eine Induktion der Expression ABCA1-spezifischer mRNA durch native 
Sterole nicht nachgewiesen werden konnte, wurde auch die Transkription von 
LXRα untersucht.  
Die Amplifikation und Quantifizierung des Transkriptionsfaktors LXRα wurde 
ebenfalls (vgl. Kapitel 4.2.2) unter Verwendung der entsprechenden Gesamt-RNA 
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mittels Real-time RT-PCR durchgeführt; der Versuchsaufbau erfolgte wie bereits 
beschrieben (vgl. Kapitel 4.3.1). 
Die Ergebnisse zeigten, dass die Stimulation der CaCo-2-Zellen mit 22(R)-OHC, 
nativem Stigmasterol, β-Sitosterol oder Desmosterol für 3 und 24 h keine Induktion 
der Expression von LXRα auf mRNA-Ebene bewirkte (Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Expression LXRα-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden 
für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 1 μM 9-cis RA (Kontrolle) oder 10 μM 22(R)-OHC 
(Positivkontrolle), nativem Stigmasterol, β-Sitosterol bzw. Desmosterol jeweils in Kombination mit 9-cis 
RA behandelt (n = 4-9 ± SEM). 
4.4 Effekte von Oxystigmasterolen auf die Transkription in 
CaCo-2-Zellen 
4.4.1 Einteilung der Oxystigmasterole  
Die durch chemische Oxidation von nativem Stigmasterol hergestellten 
Oxystigmasterole (3.7.2.4) wurden im selben System getestet. Abbildung 21 zeigt 
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eine Silikadünnschichtchromatographie (3.7.2.1) der wichtigsten 
Oxidationsprodukte und deren Auftrennung aufgrund ihrer Polarität.  
Aus dem Laufverhalten ergab sich die Aufteilung in eine Gruppe der polareren und 
eine Gruppe der weniger polaren Oxystigmasterole. Zur besseren Übersichtlichkeit 
sind die beiden Gruppen von Oxystigmasterolen in Tabelle 10 dargestellt. Da auch 
bei 5,6β-Epoxystigmasterol aufgrund des nicht mehr planaren Sterolringgerüsts 
die 3β-OH-Gruppe und die Epoxygruppe nur schwer gleichzeitig zugänglich sind, 
wurden die 5,6-Epoxystigmasterole bei der weniger polaren Gruppe eingeordnet. 
Bei den meisten chemisch synthetisierten Oxystigmasterolen konnte auch 
präparativ eine hohe Reinheit erreicht werden. Einige Produkte konnten aber 
durch Festphasenextraktion mit Gradientenelution nicht vollständig getrennt 
werden. Betrug ein Nebenanteil noch 10 % der Hauptkomponente wurden diese 
bei der Benennung an zweiter Stelle genannt. Um potentielle stark bioaktive, aber 
quantitativ geringe Metaboliten nicht durch die Aufreinigung zu verlieren, wurden 
auch 2 Oxidationsgemische nur nach einfacher Aufreinigung getestet. Die 
identifizierten Komponenten der Gemische sind in Tabelle 11 dargestellt. 
Im Rahmen der Oxidation von Stigmasterol entstand auch ein Produkt, das bisher 
als einziges Stigmasterolderivat nicht sicher identifiziert werden konnte. Dieser 
Metabolit wurde als „unbekannte Verbindung“ bezeichnet. In der TLC zeigte er ein 
für an der Seitenkette hydroxylierte Sterole typisches Laufverhalten. Dies konnte 
durch GC/MS aber ausgeschlossen werden. 
In Abbildung 22 sind die chemischen Strukturen der jeweiligen Oxystigmasterole 
zusammengefasst. Die Gaschromatogramme und Massenspektren der getesteten 
Oxystigmasterole bzw. ihrer Gemische können dem Anhang entnommen werden. 
 
4 Ergebnisse 71 
                
Start
7α-OH-Stigmasterol
6α-OH-Stigmasterol
5,6-Epoxystigmasterole 
7-Dehydrostigmasterol
7β-OH-Stigmasterol
unbekannte Verbindung
natives Stigmasterol
Δ 5,7-Stigmasta-3-on
Bereich von 
22-,24-,25-OHC
PolaritätFront
7-Ketostigmasterol 
 
Abbildung 21: Dünnschichtchromatographie (TLC) der wichtigsten durch chemische Oxidation von 
nativem Stigmasterol synthetisierten Oxystigmasterole und deren Aufreihung nach ihrer Polarität 
 
Tabelle 10: Klassifizierung der synthetisch hergestellten Oxystigmasterole in zwei Gruppen 
I. POLARERE OXYSTIGMASTEROLE II. WENIGER POLARE OXYSTIGMASTEROLE 
1)   7α-Hydroxystigmasterol 
1)   7-Dehydrostigmasterol +  
      7β-Hydroxystigmasterol 
2)   7β-Hydroxystigmasterol 
2)   5α,6α-Epoxystigmasterol + 
      5β,6β-Epoxystigmasterol  
3)   7-Ketostigmasterol 3)   oxidiertes Stigmasterol-Gemisch 2 
4)   6α-Hydroxystigmasterol + 
      7-Ketostigmasterol 
4)   unbekannte Verbindung 
5)   oxidiertes Stigmasterol-Gemisch 1 5)    Δ 5,7-Stigmasta-3-on 
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Oxystigmasterol-Gemische 
OXIDIERTES STIGMASTEROL-
GEMISCH 1 
OXIDIERTES STIGMASTEROL-
GEMISCH 2 
       ?   6α-Hydroxystigmasterol        ?   natives Stigmasterol 
       ?   7α-Hydroxystigmasterol        ?   7-Dehydrostigmasterol 
       ?   7-Dehydrostigmasterol        ?   7ß-Hydroxystigmasterol 
       ?   7β-Hydroxystigmasterol 
       ?   7-Ketostigmasterol 
       ?   5β,6β-Epoxystigmasterol 
 
HO OH HO OH HO O
HO HO HO
O
O
OH
HO
O
7α-Hydroxystigmasterol
(24S)-Ethylcholest-5,22-dien-
3β,7α-diol
7β-Hydroxystigmasterol
(24S)-Ethylcholest-5,22-dien-
3β,7β-diol
7-Ketostigmasterol
(24S)-Ethylcholest-5,22-dien-
3β-ol-7-on
6α-Hydroxystigmasterol
(24S)-Ethylcholest-22-en-
3β,6α-diol
7-Dehydrostigmasterol
(24S)-Ethylcholest-5,7,22-trien-
3β-ol 
5α,6α-Epoxystigmasterol
(24S)-5α,6α-Epoxy-24-ethylcholest-
22-en-3β-ol
5β,6β-Epoxystigmasterol
(24S)-5β,6β-Epoxy-24-ethylcholest-
22-en-3β-ol
Δ 5,7-Stigmasta-3-on
(24S)-Ethylcholest-4,6,22-trien-
3-on   
Abbildung 22: Chemische Struktur der synthetischen Oxystigmasterole 
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4.4.2 Expression ABCA1-spezifischer mRNA bei polareren 
Oxystigmasterolen 
Analog zu den vorangegangenen Versuchen wurden CaCo-2-Zellen für 3 und 24 h 
mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1μM) als Kontrolle oder 22(R)-OHC (10 
μM) in Kombination mit 9-cis RA als Positivkontrolle bzw. mit den oben genannten 
Oxystigmasterolen kombiniert mit 9-cis RA inkubiert. Die Oxystigmasterole 
wurden meist in 2 verschiedenen Konzentrationen (10 und 20 μM) eingesetzt, um 
geringere Aktivitäten nicht zu übersehen und toxische Effekte zu vermeiden. Nach 
Isolation der Gesamt-RNA wurde ABCA1-spezifische mRNA mittels Real-time RT-
PCR amplifiziert und quantifiziert. Nach den chemischen Eigenschaften bzw. der 
Struktur der synthetischen Oxystigmasterole wurden diese, wie in Kapitel 4.4.1 
beschrieben, in zwei Gruppen eingeteilt.  
Innerhalb der Gruppe der polareren Oxystigmasterole (Abbildung 23) zeigte sich 
bei 3-stündiger Inkubation hinsichtlich der Induktion der Expression ABCA1-
spezifischer mRNA noch eine relativ große Varianz. So induzierten z.B. 7α-
Hydroxystigmasterol bzw. 7ß-Hydroxystigmasterol in der niedrigeren 
Konzentration die Transkription von ABCA1 nicht bzw. nur tendenziell. 6α-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol sowie das oxidierte Stigmasterol-
Germisch 1 induzierten nur gering und 7-Ketostigmasterol mäßig stark. Bei einer 
Behandlung für 24 h ergab sich mit Ausnahme von 7β-Hydroxystigmasterol, das 
am geringsten stimulierte, bei allen Substanzen eine geringe bis mäßige Induktion. 
Meist zeigte sich mit der höher eingesetzten Konzentration keine weitere 
Steigerung der Stimulation. 
Parallel zu den Oxystigmasterolen wurden auch Inkubationen der CaCo-2-Zellen 
mit einem Oxidationsblank durchgeführt. Dieser wurde exakt nach dem Protokoll, 
das auch für die chemische Oxidation von Stigmasterol verwendet wurde, 
hergestellt. Dabei erfolgte die Durchführung der Prozedur jedoch alleinig mit den 
notwendigen Chemikalien ohne die Zugabe von Stigmasterol. Die Testung des 
Oxidationsblanks sollte sicherstellen, dass nicht eventuell vorhandene Rückstände 
der verwendeten Chemikalien selbst eine Induktion der mRNA-Transkription 
bewirkten und damit einen agonistischen Effekt bestimmter Oxystigmasterole 
vortäuschen könnten. 
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Abbildung 23: Expression ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden 
für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 μM, Kontrolle) oder. 22(R)-OHC (10 
μM, Positivkontrolle), polareren Oxystigmasterolen (10 μM bzw. 10 und 20 μM) bzw. dem 
Oxidationsblank jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-5 ± SEM; Rangvarianzanalyse (A 
bzw. B): p ≤ 0,001; Paarvergleich zur Kontrolle: ∗ : p ≤ 0,05, ∗∗ : p ≤ 0,01, ∗∗∗ : p ≤ 0,001). 
4.4.3 Expression ABCA1-spezifischer mRNA bei weniger polaren 
Oxystigmasterolen 
Die Inkubationen mit der Gruppe der weniger polaren Oxystigmasterole erfolgten 
nach der in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Versuchsanordnung. Wie bei den 
polareren Oxystigmasterolen fand auch hier eine Exposition der CaCo-2-Zellen für 
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jeweils 3 und 24 h mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1μM) als Kontrolle 
bzw. 22(R)-OHC (10 μM) in Kombination mit 9-cis RA als Positivkontrolle oder den 
weniger polaren Oxystigmasterolen (10 bzw. 10 und 20 μM) bzw. dem 
Oxidationsblank jeweils kombiniert mit 9-cis RA statt.  
Die Amplifikation und Quantifizierung ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time 
RT-PCR zeigte bei einer Inkubationdauer von 3 h bei 7-Dehydrostigmasterol/7ß-
Hydroxystigmasterol eine deutliche und bei den 5,6-Epoxystigmasterolen eine 
geringe Induktion der Transkription von ABCA1 (Abbildung 24). Die übrigen, 
weniger polaren Stigmasterolderivate zeigten keine bzw. bestenfalls eine 
tendenzielle Induktion. Bei einer Behandlung der CaCo-2-Zellen für 24 h konnte 
durch keine der Testsubstanzen mehr eine relevante Stimulation der Expression 
von ABCA1 bewirkt werden. 
Zusammenfassend ergibt sich eine weitgehend uniforme, aber verzögerte 
Stimulation der ABCA1-spezifischen mRNA-Transkription durch die polareren 
Oxystigmasterole. Von den weniger polaren Oxystigmasterolen stimulierten die 7-
Dehydrostigmasterol/7ß-Hydroxystigmasterol-Gemische den mRNA-Spiegel von 
ABCA1 stärker und rascher, aber nicht anhaltend. Da 7ß-Hydroxystigmasterol 
allein eher eine späte Induktion gezeigt hatte, könnte die frühere Induktion durch 
das Gemisch vor allem auf 7-Dehydrostigmasterol beruhen. 
Die parallel durchgeführten Inkubationen mit dem Oxidationsblank ergaben 
insgesamt keine Induktion der mRNA-Transkription von ABCA1 (Abbildung 23, 
Abbildung 24). 
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Abbildung 24: Expression ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden 
für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 μM, Kontrolle) oder. 22(R)-OHC (10 
μM, Positivkontrolle), weniger polaren Oxystigmasterolen (10 μM bzw. 10 und 20 μM) bzw. dem 
Oxidationsblank jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-5 ± SEM; Rangvarianzanalyse (A 
bzw. B): p ≤ 0,001; Paarvergleich zur Kontrolle: ∗∗ : p ≤ 0,01, ∗∗∗ : p ≤ 0,001). 
4.4.4 Expression LXRα-spezifischer mRNA bei polareren 
Oxystigmasterolen 
Aus denselben Proben wurde auch LXRα-mRNA quantifiziert. 
Die Stimulation der CaCo-2-Zellen führte dabei weder bei 3 noch bei 24 h zu einer 
relevanten Induktion der Transkriptionsfaktors LXRα (Abbildung 25). Im Hinblick 
auf die in Kapitel 4.4.2 dargestellten Resultate, die den Nachweis einer 
unterschiedlich starken Induktion der mRNA-Expression von ABCA1 insbesondere 
bei 24 h lieferten, ist offensichtlich auch bei den polareren Oxystigmasterolen 
hierfür keine vermehrte Transkription von LXRα zumindest bis 24 h nötig (vgl. 
Kapitel 4.2.2 und 4.3.2). 
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Abbildung 25: Expression LXRα-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden 
für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 μM, Kontrolle) oder 22(R)-OHC (10 
μM, Positivkontrolle), polareren Oxystigmasterolen (10 μM bzw. 10 und 20 μM) bzw. dem 
Oxidationsblank jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-5 ± SEM; Rangvarianzanalyse (A): 
p ≤ 0,05). 
4.4.5 Expression LXRα-spezifischer mRNA bei weniger polaren 
Oxystigmasterolen 
Zur Durchführung der Amplifikation und Quantifizierung LXRα-spezifischer mRNA 
mittels Real-time RT-PCR wurde identische Gesamt-RNA aus den in Kapitel 4.4.3 
beschriebenen Versuchen eingesetzt.  
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Ähnlich wie bei den polareren Oxystigmasterolen (vgl Kapitel 4.4.4) bewirkte auch 
die Stimulation der CaCo-2-Zellen mit der Gruppe der weniger polaren 
Oxystigmasterole für 3 und 24 h keine signifikant vermehrte Transkription von 
LXRα (Abbildung 26).  
Die Exposition der Zellen mit der Blankkontrolle blieb, wie zuvor bei ABCA1 
(4.4.3), ohne Effekt (Abbildung 25, Abbildung 26). 
 
      
LXR Alpha  3 h
0
1
2
9-c
is R
A (K
o)
RA
+22
-OH
C
7-D
ehy
dro
stig
.+7
b-O
H-S
tig.
7-D
ehy
dro
stig
.+7
b-O
H-S
tig.
5a,
6a-
+5b
,6b
-Ep
oxy
stig
.
ox.
Stig
.-G
em
isch
 2 
ox.
Stig
.-G
em
isch
 2 
unb
ek.
Ver
bin
dun
g
d5,
7-S
tigm
ast
a-3
-on
 
d5,
7-S
tigm
ast
a-3
-on
 
Oxi
dat
ions
blan
k 
Fo
ld
 c
ha
ng
e 
[S
EM
]
A
 
      
LXR Alpha  24 h
0
1
2
9-c
is R
A (K
o)
RA
+22
-OH
C
7-D
ehy
dro
stig
.+7
b-O
H-S
tig.
7-D
ehy
dro
stig
.+7
b-O
H-S
tig.
5a,
6a-
+5b
,6b
-Ep
oxy
stig
.
ox.
Stig
.-G
em
isch
 2 
ox.
Stig
.-G
em
isch
 2 
unb
ek.V
erb
ind
ung
d5,
7-S
tigm
asta
-3-o
n 
d5,
7-S
tigm
asta
-3-o
n 
Oxi
dat
ion
sbla
nk 
Fo
ld
 c
ha
ng
e 
[S
EM
]
B
 
      
10 µM+RA
20 µM+RA 
Kontrolle/Positivkontrolle
Oxidationsblank+RA
 
Abbildung 26: Expression LXRα-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden 
für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 μM, Kontrolle) oder 22(R)-OHC (10 
μM, Positivkontrolle), weniger polareren Oxystigmasterolen (10 μM bzw. 10 und 20 μM) bzw. dem 
Oxidationsblank in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-5 ± SEM; Rangvarianzanalyse (A): p ≤ 
0,05). 
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4.5 Effekte von nativen Phytosterolen und Desmosterol auf 
die Aktivierung von LXRE in CaCo-2-Zellen 
Um die Wirkung nativer Phytosterole bzw. Desmosterol als potentielle Liganden 
von LXRα auf Aktivierungsebene zu überprüfen, wurden CaCo-2-Zellen mit dem 
Reportergenkonstrukt pCMV-LXRE-luc transient transfiziert und die 
Luciferaseaktivität bzw. folglich auch die LXRα-Aktivität unter Inkubation mit 
nativen Phytosterolen sowie Desmosterol gemessen.  
Vor Durchführung des Reportergenassays mit Oxystigmasterolen wurde nochmals 
die Höhe und damit Erfordernis des synergistischen Effekts durch 9-cis RA 
überprüft. Dazu wurden CaCo-2-Zellen für 3 und 24 h mit den nativen Sterolen 
Stigmasterol, β-Sitosterol oder Desmosterol in einer Konzentration von 10 μM 
jeweils ohne und mit 9-cis-RA inkubiert. Als Kontrolle für die nativen Sterole 
dienten jeweils das Lösungsmittel Ethanol bzw. 9-cis RA (1μM), auf welche die 
Sterolproben jeweils bezogen wurden, und als Positivkontrolle 22(R)-OHC (10 μM) 
ohne und mit 9-cis RA. 
Wie in Abbildung 27 dargestellt, zeigte die Inkubation der CaCo-2-Zellen im 
Vergleich zu 3 h bei 24 h in der LXRE-Aktivität einen deutlichen synergistischen 
Effekt bei Kombination von 22(R)-OHC mit 9-cis RA. Die 3-stündige Stimulation 
war nicht ausreichend für eine messbare Steigerung der hohen basalen 
Luciferaseaktivität. Deshalb wurde für die weiteren Versuche mit 
Oxystigmasterolen eine Inkubationsdauer von 24 h gewählt. Aufgrund des relativ 
geringen additiven Effekts der nativen Sterole mit 9-cis RA erfolgte die 
Behandlung der Zellen mit Oxystigmasterolen ohne 9-cis RA. 
Von den nativen Sterolen selbst zeigte nur β-Sitosterol eine Tendenz zur LXRα-
Stimulation, nicht aber Stigmasterol oder Desmosterol. 
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Abbildung 27: Aktivierung von LXRE mittels des Konstrukts pCMV-LXRE-luc im Reportergenassay. 
Transient transfizierte CaCo-2-Zellen wurden für 3 (A) und 24 h (B) mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-
cis RA (1 μM, Kontrolle) oder 22(R)-OHC (10 μM, Positivkontrolle) bzw. 22(R)-OHC (10 μM) kombiniert 
mit 9-cis RA (1 μM) als weitere Positivkontrolle oder 10 μM nativem Stigmasterol, β-Sitosterol bzw. 
Desmosterol allein oder zusammen mit 9-cis RA inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der 
LXRE-abhängigen Luciferaseativität (n = 5-8 ± SEM; Rangvarianzanalyse (B, mit 9-cis RA): p ≤ 0,001; 
Paarvergleich zur Kontrolle: ∗ : p ≤ 0,05, ∗∗ : p ≤ 0,01). 
4.6 Effekte polarerer Oxystigmasterole auf die Aktivierung 
von LXRE in CaCo-2-Zellen 
Analog wurden transient transfizierte CaCo-2-Zellen für 24 h mit der 
Lösungsmittelkontrolle Ethanol oder 22(R)-OHC (10 μM, Positivkontrolle), 
polareren Oxystigmasterolen (10 μM bzw. 10 und 20 μM) bzw. dem 
Oxidationsblank behandelt. 
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Eine tendenzielle Induktion der LXRE-Luciferaseaktivität konnte nur bei 7α-
Hydroxystigmasterol, 7β-Hydroxystigmasterol (20 μM) und 6α-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol festgestellt werden (Abbildung 28). 
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Abbildung 28: Aktivierung von LXRE mittels des Konstrukts pCMV-LXRE-luc im Reportergenassay. 
Transient transfizierte CaCo-2-Zellen wurden für 24 h mit der Lösungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC 
(10 μM, Positivkontrolle), polareren Oxystigmasterolen bzw. dem Oxidationsblank inkubiert und 
nachfolgend die LXRE-abhängige Luciferaseativität gemessen (n = 6 ± SEM). 
4.7 Effekte weniger polarer Oxystigmasterole auf die 
Aktivierung von LXRE in CaCo-2-Zellen 
Zur Testung der Gruppe der weniger polaren Oxystigmasterole hinsichtlich ihrer 
Effektivität auf die Aktivierung von LXRE wurden auch hier (vgl. Kapitel 4.6) 
transient transfizierte Zellen für 24 h mit der Lösungsmittelkontrolle Ethanol oder 
22(R)-OHC (10 μM, Positivkontrolle), weniger polaren Oxystigmasterolen (10 μM 
bzw. 10 und 20 μM) bzw. dem Oxidationsblank inkubiert. 
Allenfalls die weniger polaren Oxystigmasterolkombinationen, die nicht vollständig 
von 7β-Hydroxystigmasterol gereinigt werden konnten, steigerten die Aktivierung 
von LXRE minimal (Abbildung 29).  
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Zusammenfassend konnte eine tendenzielle Aktivierung von LXRα durch 7α-, 7β-
Hydroxystigmasterol, 6α-Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol und auch β-
Sitosterol gefunden werden.  
Die Exposition der Zellen mit dem Oxidationsblank hatte, wie erwartet, keine 
induzierende Wirkung auf die LXRE-Aktivierung (Abbildung 28, Abbildung 29). 
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Abbildung 29: Aktivierung von LXRE mittels des Konstrukts pCMV-LXRE-luc im Reportergenassay. 
Transient transfizierte CaCo-2-Zellen wurden für 24 h mit der Lösungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC 
(10 μM, Positivkontrolle), weniger polaren Oxystigmasterolen bzw. dem Oxidationsblank inkubiert und 
nachfolgend die LXRE-abhängige Luciferaseativität gemessen (n = 6 ± SEM). 
4.8 Proteinexpression von ABCA1 in CaCo-2-Zellen 
Die Effekte auf ABCA1 sollten auch auf Proteinebene überprüft werden. 
Vor Beginn der Experimente mit Oxystigmasterolen wurden auch hier die 
Inkubationsbedingungen ausgetestet. 
4.8.1 Bestimmung der Kinetik der Proteinexpression von ABCA1 nach 
Inkubation mit 22(R)-OHC und 9-cis RA 
Die Inkubationszeit, die für die Versuche mit Oxystigmasterolen eingesetzt werden 
sollte, wurde in einer Zeitreihe ermittelt. CaCo-2-Zellen wurden für 0, 3, 24 und 48 
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h mit der Lösungsmittelkontrolle Ethanol, 9-cis RA (1μM) oder 22(R)-OHC (10 μM) 
bzw. 22(R)-OHC plus 9-cis RA inkubiert. Anschließend wurde die Proteinexpression 
des Cholesterinexporters ABCA1 mittels Western Blot bestimmt. 
Als Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde das Housekeeping Gene β-
Aktin eingesetzt. Dazu wurden die zuvor schon für ABCA1 verwendeten 
Membranen nochmals mit Anti-β-Aktin inkubiert. Nach einer Stimulation der 
Zellen für 24 h fand sich die stärkste Ausprägung der ABCA1-Proteinexpression. 
Dabei erwies sich 22(R)-OHC auch ohne Koinkubation mit 9-cis RA als stark 
stimulierende Positivkontrolle (Abbildung 30).  
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Abbildung 30: Proteinexpression von ABCA1 aus Gesamtproteinextrakten mittels Western Blot. CaCo-2-
Zellen wurden für 0, 3, 24 und 48 h jeweils mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1μM) oder 22(R)-
OHC (10 μM) bzw. 22(R)-OHC kombiniert mit 9-cis RA inkubiert (Spur 2-13). Außerdem wurde parallel 
Gesamtproteinextrakt aus nativen (unbehandelten) Zellen (Spur 1) aufgetragen. Auftrag: 25 μg 
Protein/Lane 
4.8.2 Bestimmung der Kinetik der Proteinexpression von ABCA1 nach 
Inkubation mit nativen Phytosterolen und Desmosterol 
Des Weiteren sollte das Verhalten der Proteinexpression von ABCA1 unter nativen 
Phytosterolen oder Desmosterol allein und unter Koinkubation mit 9-cis RA 
überprüft werden. 
CaCo-2-Zellen wurden für 3, 24 und 48 h mit der Lösungsmittelkontrolle Ethanol, 
9-cis RA (1μM) oder 22(R)-OHC (10 μM) bzw. 22(R)-OHC, 10 μM nativem 
Stigmasterol, β-Sitosterol oder Desmosterol jeweils zusammen mit 9-cis RA 
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behandelt. Nach Extraktion des Gesamtproteins wurde die Proteinexpression von 
ABCA1 mittels Western Blot ermittelt.  
Die Signalstärke der ABCA1-Bande stieg von 3 h bis 24 h generell deutlich an. 
22(R)-OHC erwies sich erneut auch ohne 9-cis RA als effiziente Positivkontrolle. 
Die Stimulation durch native Sterole lag bei einer Inkubation für 3 h nur für 
Stigmasterol geringfügig über der Lösungsmittelkontrolle. ABCA1 fiel aber im 
Unterschied zur RA-Kontrolle bis 48 h unter Stigmasterol, β-Sitosterol und 
Desmosterol nicht wieder ab, sondern zeigte eher steigende Tendenz (Abbildung 
31). 
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Abbildung 31: Proteinexpression von ABCA1 aus Gesamtproteinextrakten mittels Western Blot. CaCo-2-
Zellen wurden für, 3, 24 und 48 h jeweils mit der Lösungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1μM, Kontrolle) 
oder 22(R)-OHC (10 μM, Positivkontrolle) bzw. 22(R)-OHC kombiniert mit 9-cis RA inkubiert (A-C, Spur 
1-4). Außerdem wurden die Zellen parallel mit je 10 μM nativem Stigmasterol, β-Sitosterol oder 
Desmosterol zusammen mit 9-cis RA behandelt (A-C, Spur 5-7). Auftrag: 25 μg Protein/Lane 
 
Ohne Zugabe von 9-cis RA als zusätzlichem Agonisten zeigte sich, ähnlich wie in 
der zuvor beschriebenen Zeitreihe, ebenfalls eine Zunahme der Proteinexpression 
von ABCA1 von 3 h auf 24 h hin. Die Unterschiede in der Proteinexpression 
zwischen 24 und 48 h waren gering. Deshalb wurde unter dem Aspekt der 
Vergleichbarkeit der bisherigen Ergebnisse für die nachfolgenden Ansätze mit 
Oxystigmasterolen eine Inkubationsdauer von 24 h gewählt. Aufgrund des 
geringen additiven Effekts von 9-cis RA (vgl. auch Kapitel 4.5) und der 
ausreichenden Stimulation der Proteinexpression durch die nativen Sterole allein, 
wurden die weiteren Experimente ohne 9-cis RA durchgeführt. 22(R)-OHC allein 
erwies sich wiederum auf Proteinebene als effektiver Positivstimulus. Native 
Phytosterole selbst zeigten nach Abgleich mit der Ladekontrolle keinen relevanten 
Effekt auf die Proteinexpression von ABCA1, während Desmosterol bei 24 h mäßig 
stimulierte (Abbildung 32). 
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Abbildung 32:. Proteinexpression von ABCA1 aus Gesamtproteinextrakten mittels Western Blot. CaCo-
2-Zellen wurden für 3, 24 und 48 h jeweils mit der Lösungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC (10 μM, 
Positivkontrolle) (A-C, Spur 1-2) bzw. mit je 10 μM nativem Stigmasterol, β-Sitosterol oder Desmosterol 
(A-C, Spur 3-5) inkubiert. Auftrag: 25 mg Protein /Lane 
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4.8.3 Effekte polarerer Oxystigmasterole auf die Proteinexpression von 
ABCA1 
Mit den fünf nach der RNA-Epression von ABCA1 effektivsten Oxystigmasterole 
aus der Gruppe der polareren Oxystigmasterole wurde auch der Effekt auf die 
ABCA1-Proteinexpression untersucht. 
Für die Versuche wurden CaCo-2-Zellen für 24 h mit der Lösungsmittelkontrolle 
Ethanol oder der Positivkontrolle 22(R)-OHC (10 μM) oder mit 7β-
Hydroxystigmasterol (20 μM), 7-Ketostigmasterol (10 μM), 6α-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol (10 μM), dem oxidierten Stigmasterol-
Gemisch 1 (10 μM) bzw. 7α-Hydroxystigmasterol (10 μM) behandelt (Abbildung 
33). 
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Abbildung 33: Proteinexpression von ABCA1 aus Gesamtproteinextrakten mittels Western Blot. CaCo-2-
Zellen wurden für 24 h mit der Lösungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC (10 μM, Positivkontrolle) oder 
7β-OH-Stigmasterol (20 μM), 7-Ketostigmasterol (10 μM), 6α-OH-Stigmasterol/7-Ketostigmasterol (10 
μM), dem oxidierten Stigmasterol-Gemisch 1 bzw. 7α-OH-Stigmasterol (10 μM) inkubiert (Auftrag: 25 
μg Protein/Lane). In der Abbildung ist ein repräsentativer Blot aus vier Versuchen dargestellt. 
 
Die quantitative densitometrische Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels 
des Auswertungsprogramms Image J für visualisierte Daten. Im Vergleich zur 
Ethanolkontrolle als Referenzkondition (=100 %) zeigte sich mit Ausnahme von 7β-
Hydroxystigmasterol und 6α-Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol eine 
signifikante Steigerung der Expression des ABCA1-Proteins durch die eingesetzten 
Oxystigmasterole (Abbildung 34). Dieser durch Oxystigmasterole induzierte Effekt 
war jedoch schwächer als durch 22(R)-OHC. Native Phytosterole hingegen hatten 
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keine induzierende Wirkung auf die Proteinexpression von ABCA1 gezeigt 
(Abbildung 32). 
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Abbildung 34: Densitometrische Immunoblotanalyse zur quantitativen Bestimmung der Effekte 
polarerer Oxystigmasterole auf die Proteinexpression von ABCA1. CaCo-2-Zellen wurden für 24 h mit 
der Lösungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC (10 μM, Positivkontrolle) oder 7β-OH-Stigmasterol (20 μM), 
7-Ketostigmasterol (10 μM), 6α-OH-Stigmasterol/7-Ketostigmasterol (10 μM), dem oxidierten 
Stigmasterol-Gemisch 1 bzw. 7α-OH-Stigmasterol (10 μM) inkubiert (n = 4 ± SEM; Varianzanalyse: p ≤ 
0,001; Paarvergleich zur Kontrolle: ∗ : p ≤ 0,05, ∗∗ : p ≤ 0,01). 
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Oxyphytosterole wurden im Plasma gesunder Menschen erst vor wenigen Jahren 
nachgewiesen 198. Dementsprechend existiert derzeit nur wenig detailliertes 
Wissen über die möglichen biologischen Effekte dieser Verbindungen beim 
Menschen. Angesichts der strukturellen Analogie zu Oxycholesterolen 189, deren 
Funktion als aktivierende LXR-Liganden bereits bekannt ist 80,81,131,132, sowie der 
potentiellen Bildung von Oxyphytosterolen als Metaboliten von Phytosterolen, wird 
nun auch über ähnliche Effekte von Oxyphytosterolen 199-201 spekuliert. Diese 
könnten über eine LXRα-Aktivierung und nachfolgende Regulation von 
Sterolexportern, wie ABCA1, einen günstigen Einfluss auf die lokale und 
systemische Cholesterinhomöostase und damit die Atherogenese nehmen 143. In 
der vorliegenden Arbeit sollten deshalb potentielle Einflüsse nativer Phytosterole, 
vorrangig aber verschiedener oxidierter Derivate von Stigmasterol auf LXRα und 
ABCA1 analysiert werden. An der humanen Kolonkarzinomzelllinie CaCo-2 als 
Enterozytenmodell zeigte sich, dass die Inkubation der Zellen mit einigen 
Oxystigmasterolen die Genexpression von ABCA1 induziert, während native 
Phytosterole keine wesentliche Wirkung diesbezüglich zeigten. Dabei wurde LXRα 
vermehrt aktiviert, LXRα selbst aber nicht vermehrt exprimiert. 
5.1 Wirkung von Hydroxycholesterolen auf die Transkription 
in CaCo-2-Zellen 
5.1.1 Hydroxycholesterole induzieren die Expression von ABCA1-
spezifischer mRNA 
Um einen Vergleich der Effektivität der chemisch hergestellten Oxystigmasterole 
und nativen Phytosterole als potentielle Stimuli der mRNA-Transkription von 
ABCA1 und LXRα zu ermöglichen, wurde zunächst auch der Effekt von 
Seitenkettenhydroxycholesterolen untersucht. Die agonistische Wirkung 
bestimmter Hydroxycholesterole als natürliche endogene LXR-Liganden konnte 
durch verschiedene Studien an unterschiedlichen Zellarten bereits untermauert 
werden 80,81,131,132.  
90 5 Diskussion 
Da Oxycholesterole zytotoxisch wirken können 205, wurden in der vorliegenden 
Arbeit möglichst niedrige Konzentrationen verwendet und in entsprechenden 
Vorversuchen toxische Wirkungen ausgeschlossen. Auch die Wahl der 
Inkubationsdauer beruht auf bereits im Vorfeld dieser Arbeit ermittelten 
Versuchsergebnissen. 
Ferner erfolgte eine Koinkubation der Zellen mit exogenem 9-cis RA als 
zusätzlichem RXR-Agonisten. Auch hier hatten Vorversuche ergeben, dass meist 
eine deutlichere Stimulation der Transkription durch Koinkubation erreicht 
werden kann. Dies bestätigte auch eine Studie mit CaCo-2-Zellen, in der eine 
Induktion der Transkription ABCA1-spezifischer mRNA erst durch Koinkubation 
mit 9-cis RA und 22(R)-Hydroxycholesterol erreicht werden konnte 233. Wie in einer 
neueren Studie beschrieben, handelt es sich bei 22(R)-Hydroxycholesterol um 
einen partiellen Agonisten, der die Affinität von LXR sowohl bezüglich 
Koaktivatoren als auch Korepressoren der Transkription steigert. Im Gegensatz 
dazu induzieren volle Agonisten, wie beispielsweise bestimmte synthetische 
Agonisten, auch die Dissoziation von Korepressoren und die Bindung von 
Koaktivatoren 234. 
CaCo-2-Zellen, die für 3 und 24 h mit 24(S)-, 25- oder 22(R)-Hydroxycholesterol 
(Positivkontrolle) stimuliert wurden, zeigten erwartungsgemäß nach beiden 
Inkubationszeiten eine Induktion der Transkription ABCA1-spezifischer mRNA. 
Hierbei war der Effekt von 25-Hydroxycholesterol im Vergleich zu den anderen 
beiden Oxycholesterolen etwas geringer. Dies passt zu Analysen der 
Kristallstruktur des LXRα/RXR-Heterodimers, aus denen hervorgeht, dass die 
Hydroxylierung der Seitenkette, besonders in Position 22, 24 oder 27, für die 
Ligandenbindung wichtig ist 131. Es konnte auch durch weitere Studien belegt 
werden, dass 22(R)-, 20(S)- und 24(S)-Hydroxycholesterol die höchste LXR-
agonistische Potenz aufweisen, während diese bei 25- und 27-Hydroxycholesterol 
schwächer ausgeprägt ist 132,235. 
24(S)-Hydroxycholesterol entsteht als  quantitativ wichtigstes Hydroxycholesterol 
im Gehirn 236 und spielt dort vermutlich eine Rolle in der Cholesterinhomöostase: 
Da Cholesterin und Lipoproteine die Blut-Hirnschranke nicht passieren und somit 
Cholesterin nicht über den lipoproteinvermittelten reversen Cholesterintransport 
entfernt werden kann, stellt die neuronale Konversion von Cholesterin zu 24(S)-
Hydroxycholesterol mittels des Cytochroms P450 CYP46 die bedeutendste 
Möglichkeit des Cholesterineffluxes aus dem Gehirn dar 113,114. Extrazelluläres 
Cholesterin könnte von Neuronen aufgenommen und zu 24(S)-Hydroxycholesterol 
konvertiert werden. Es wird spekuliert, dass nach der Diffusion von neuronal 
5 Diskussion 91 
synthetisiertem 24(S)-Hydroxycholesterol durch die Blut-Hirnschranke eine 
Stimulation des Cholesterineffluxes aus Gliazellen auf extrazelluläres, lipipidfreies 
Apo E über ABCA1 nachfolgen könnte. Somit kommt dem 24(S)-
Hydroxycholesterol möglicherweise auch als LXR-Aktivator im Gehirn eine 
doppelte Bedeutung zu 237. 
Bei 25-Hydroxycholesterol wird eine inhibierende Wirkung auf die 
Cholesterinbiosynthese 126 und die LDL-Rezeptorexpression 120 vermutet. Dieses 
Oxycholesterol entsteht, im Gegensatz zu vielen anderen Oxycholesterolen, 
offenbar vorrangig durch die Cholesterol-25-Hydroxylase, ein spezifisches 
mikrosomales Enzym, das zwei Nicht-Häm-Eisen-Atome enthält und nicht der 
Cytochrom P450-Famile angehört 238. 
5.1.2 Hydroxycholesterole induzieren keine vermehrte Expression von 
LXRα-spezifischer mRNA 
Nachdem die Inkubation von CaCo-2-Zellen mit 24(S)- und 22(R)-
Hydroxycholesterol für 3 und 24 h eine signifikante Induktion der mRNA-
Transkription von ABCA1 aufwies, wurde auch die Wirkung dieser 
Hydroxycholesterole auf die Expression von LXRα selbst auf Transkriptionsebene 
überprüft. Eine wesentliche Transkriptionsinduktion LXRα-spezifischer mRNA 
konnte allerdings zu keiner der Inkubationszeiten beobachtet werden. Somit ist für 
die Stimulation der ABCA1-Transkription zumindest bis 24 h offensichtlich keine 
vermehrte Transkription von LXRα nötig. Der LXRα-Promotor trägt selbst LXRE-
Bindungsstellen und in anderen Zellsystemen wurde eine Autoinduktion 
beschrieben 92,93,239. 
Über die Regulation zahlreicher Zielgene 90 haben die Liver X-Rezeptoren α und β 
einen weitreichenden Einfluss auf den Metabolismus. So stellen sie beispielsweise 
Schlüsselregulatoren des Lipidstoffwechsels 89 dar, fungieren als 
Cholesterinsensoren 88 und greifen wahrscheinlich auch in die 
Entzündungsreaktion und angeborene Immunantwort 91 sowie in den 
Glucosestoffwechsel 89 ein. Eine zentrale Rolle im hepatischen Lipidstoffwechsel 
kommt vorwiegend LXRα zu 86.  
Bezüglich der Funktion von LXRα bei der Induktion der Genexpression des ABCA1-
Transporters könnten außer dieses Transkriptionsfaktors selbst auch noch andere 
Faktoren Einfluss nehmen. PPARα und PPARγ als Isoformen des nukleären 
Rezeptors PPAR können z.B. über eine Expressionssteigerung von LXRα additive 
Effekte hinsichtlich der Expression von ABCA1 bewirken 103,104. Nach neueren 
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Erkenntnissen könnten ferner auch SREBP-Proteine, wie SREBP-2, eine positive 
Wirkung auf die Transkription von ABCA1 haben, indem sie auch die zelluläre 
Bildung von Oxycholesterolen als LXR-Liganden erhöhen. Der Transkriptionsfaktor 
SREBP-2 beeinflusst neben der Regulation von Zielgenen, die für die 
Cholesterinbiosynthese benötigt werden, auch die zelluläre Cholesterinaufnahme 
über die Transkription des LDL-Rezeptors 240. Hinsichtlich der Regulation des LDL-
Rezeptors bestehen an Hepatoblastomzellen inzwischen Hinweise auf eine 
mögliche Beeinflussung dieses Rezeptors auch durch LXRα 241. Eine aktuelle 
Studie zeigte, dass andererseits auch eine negative Regulation von ABCA1 durch 
andere potentielle Regulatoren, wie z.B. das Oxysterol Binding Protein (OSBP), 
erfolgen kann. Dem OSBP-Protein wurden bisher Funktionen als Sterolsensor und 
im Rahmen der Sphingomyelinsynthese als Regulator des Ceramidtransports vom 
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat zugeschrieben 242,243. OSBP 
könnte auch die Wirkung von Oxystigmasterolen limitieren. 
5.2 Wirkung nativer Sterole auf die Genexpression in CaCo-
2-Zellen 
5.2.1 Native Phytosterole induzieren die Expression von ABCA1 in CaCo-
2-Zellen nicht 
Als Nächstes wurden die Effekte der beiden Phytosterole Stigmasterol und β-
Sitosterol auf die Transkription ABCA1-spezifischer mRNA in CaCo-2-Zellen näher 
untersucht. Die 3- und 24-stündige Stimulation der Zellen zeigte bei keinem der 
beiden nativen Phytosterole eine relevante Induktion der mRNA-Expression von 
ABCA1.  
Nach Bestimmung der Inkubationsdauer für eine optimale ABCA1-
Proteinexpression wurden die auf Transkriptionsebene ermittelten Resultate auch 
auf Proteinebene überprüft. Die Stimulation der Zellen für 3 bis 48 h ergab 
erwartungsgemäß keine relevante Induktion der Proteinexpression von ABCA1. 
Interessanterweise war für die Stimulation mit 22(R)-OHC eine Koinkubation mit 
9-cis RA für eine deutliche Zunahme der ABCA1-Proteinexpression nicht nötig. Im 
Gegensatz dazu konnte, wie bereits beschrieben, eine suffiziente Stimulation der 
mRNA-Transkription von ABCA1 erst durch die Zugabe von 9-cis RA als 
zusätzlichem Agonisten erreicht werden. Die ABCA1-Expression wird in anderen 
Modellen teilweise auch über die Proteinstabilität reguliert 244. 
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Der lipidsenkende Effekt von Phytosterolen ist schon seit einigen Jahrzehnten 
bekannt, seit in den 50er Jahren erstmals eine Reduktion des Serumcholesterins 
am Hühnermodell durch β-Sitosterol gezeigt werden konnte 155. Wenig später 
wurde diese Wirkung auch beim Menschen beschrieben 156 und weiterhin vielfach 
untersucht 157-161. Inzwischen werden die cholesterinsenkenden Eigeschaften von 
Phytosterolen auch für Functional Foods genutzt. Der genaue Mechanismus der 
lipidsenkenden Wirkung ist jedoch noch nicht geklärt. Während der Effekt bisher 
meist auf eine mizellare Verdrängung des Cholesterins zurückgeführt wurde 177, 
wurde mittlerweile die Hypothese einer Induktion der Expression des ABCA1-
Transporters über eine LXRα-Aktivierung durch Phytosterole vorgeschlagen 176.  
Die bisher verfügbaren Daten aus zahlreichen Studien bezüglich der Effekte von 
Phytosterolen auf die ABCA1-Expression sind uneinheitlich. So wurde einerseits 
beispielsweise über eine expressionssteigernde Wirkung auf die intestinale 
Transkription von ABCA1 in C57BL/6J-Mäusen nach Fütterung von 
phytosterolhaltiger (0,5-2 %) Nahrung über 4 Wochen berichtet, wobei sich das 
Phytosterolprodukt aus 41 % β-Sitosterol, 22 % Stigmasterol und 20 % 
Campesterol zusammensetzte. Andererseits führte dieselbe Versuchsanordnung 
bei Apo E-/-- und LDLR-/--Mäusen zu einer leichten Reduktion der intestinalen 
ABCA1-Transkription 245. Darüber hinaus lieferten auch in vitro durchgeführte 
Experimente an CaCo-2-Zellen inkonsistente Resultate. Beispielsweise konnte in 
einer diesbezüglichen Studie nachgewiesen werden, dass ein β-Sitosterolinflux die 
Genexpression von ABCA1 nicht beeinflusst 175, während eine andere Studie eine 
Induktion der ABCA1-Expression durch β-Sitosterol und verschiedene andere 
Phytosterole und -stanole ergab 246. 
Prinzipiell könnten im Falle eines Effekts von Phytosterolgemischen auf die 
Genexpression von ABCA1 Unterschiede in der Wirksamkeit einzelner 
Komponenten bestehen. Das für Versuche am häufigsten eingesetzte Phytosterol 
als Einzelsubstanz oder in Substanzgemischen stellt wohl β-Sitosterol dar 
155,156,158,160,175,246. Daher existieren vor allem über dieses Phytosterol Daten, 
während andere Vertreter, insbesondere Stigmasterol, noch nicht so gut erforscht 
sind. Ein Grund hierfür ist das natürliche Vorkommen der einzelnen Phytosterole 
in der Nahrung. β-Sitosterol ist mit 45-95 % das quantitativ wichtigste Phytosterol 
in Pflanzen bzw. Samenölen, gefolgt von Campesterol mit 30 % und Stigmasterol 
mit 25 % 247. Dennoch weisen einige Ergebnisse hinsichtlich der Wirkung auf die 
ABCA1-Genexpression auf eine größere Potenz von Stigmasterol im Vergleich zu β-
Sitosterol hin. So konnte in Experimenten mit einer kultivierten adrenalen Zelllinie 
(Y1-BS1) die Expression von ABCA1 durch reines Stigmasterol stimuliert werden, 
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während dies mit β-Sitosterol nicht gelang 248. Eine weitere Studie an CHO-7-
Zellen zeigte ähnliche Ergebnisse. Auch hier bewirkte die Behandlung der Zellen 
mit Stigmasterol eine Induktion der ABCA1-Expression, wohingegen dieser Effekt 
bei β-Sitosterol ausblieb 89. 
Als bestimmender Faktor der unterschiedlichen biologischen Potenz von 
Phytosterolen auf die Induktion der Genexpression von ABCA1 könnte bereits 
deren Absorption eine Rolle spielen. Bei normaler westeuropäischer Ernährung 
beträgt die tägliche orale Phytosterolzufuhr 100-300 mg. Davon werden jedoch nur 
etwa 0,4-3,5 % systemisch absorbiert. Die tägliche Phytostanolaufnahme von 20-50 
mg mit einer Absorptionsrate von 0,02-0,3 % fällt dabei noch niedriger aus 149,150. 
Bezüglich der Absorptionsrate von Phytosterolen oder -stanolen wurde eine 
Abhängigkeit von der Seitenkettenlänge postuliert, da mit steigender Anzahl der 
Kohlenstoffatome an Position 24 der Seitenkette, die Absorption offenbar aufgrund 
zunehmender Hydrophobizität vermindert wird 152. Als weiterer Faktor wurde auch 
die Δ5,6-Doppelbindung im Sterolring erkannt, deren Sättigung durch 
Hydrogenisation in einer verringerten Absorption resultiert 153.  
Diese Zusammenhänge können aber eine unterschiedliche Wirksamkeit von 
Stigmasterol und β-Sitosterol auf die Genexpression von ABCA1 infolge einer 
differierenden Absorption aufgrund der hohen strukturellen Ähnlichkeit kaum 
erklären. So besteht zwischen diesen beiden Phytosterolen kein wesentlicher 
Unterschied in der Seitenkettenlänge oder den Doppelbindungen im Sterangerüst. 
Der einzige strukturelle Unterschied liegt in der Doppelbindung der Seitenkette 
von Stigmasterol zwischen C22 und C23. Die Seitenkette von β-Sitosterol ist im 
Gegensatz dazu saturiert. Auch Yang et al. postulierten, dass genau diese 
ungesättigte Seitenkettenbindung von Stigmasterol direkt oder indirekt für die 
bereits beschriebenen Effekte auf die LXR-abhängige Expression von ABCA1 
verantwortlich sein könnte 248. 
Eine höhere Effektivität von Stigmasterol im Vergleich zu β-Sitosterol konnte in 
der vorliegenden Arbeit zumindest an CaCo-2-Zellen aber nicht bestätigt werden, 
da beide Phytosterole die Expression von ABCA1 nicht relevant induzierten. 
Bestenfalls war eine geringe Tendenz dahingehend zu vermuten. 
5.2.2 Native Phytosterole induzieren die Transkription und Aktivierung 
von LXRα in CaCo-2-Zellen nicht 
Die Stimulation der CaCo-2-Zellen mit Stigmasterol oder β-Sitosterol beeinflusste 
die Expression von LXRα auf Transkriptionsebene weder bei einer Inkubation für 3 
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noch für 24 h wesentlich, wie aufgrund der entsprechenden Resultate zu ABCA1 
erwartet. 
Zusätzlich wurde auch der Effekt der beiden Phytosterole auf die LXRα-
Aktivierung untersucht. 
Die Zellen wurden dabei für 24 h stimuliert, da sich bei der Ermittlung des 
Zeitverlaufs bei 24 h im Vergleich zu 3 h ein deutlicher synergistischer Effekt bei 
der Positivkontrolle, bestehend aus 22(R)-OHC und 9-cis RA, zeigte. Dies legt die 
Vermutung nahe, dass eine 3-stündige Stimulation für die Aktivierung des LXRE-
Luciferasesystems nicht ausreichend ist. Die Wahl von 24 h als Inkubationsdauer 
für die LXR-Aktivierung stimmt auch mit anderen Studien weitgehend überein: Für 
verschiedene Zellarten wurde über Inkubationszeiträume von 16-24 h berichtet 
89,131. Da die Koinkubation der Zellen mit nativen Phytosterolen und 9-cis RA aber 
allenfalls einen geringen additiven Effekt zeigte, wurden die weiteren 
Transaktivierungsversuche ohne 9-cis RA als Kostimulus durchgeführt.  
Das Fehlen eines deutlichen synergistischen Effekts bei Inkubation der Zellen für 
24 h weist darauf hin, dass zumindest die getesteten Phytosterole in CaCo-2-Zellen 
keine mit den spezifischen Hydroxycholesterolen vergleichbaren LXR-Agonisten 
darstellen. Induktive Effekte auf die Genexpression von ABCA1 könnten auch 
durch andere Mechanismen bedingt sein. Tatsächlich konnten Phytosterole bisher 
nicht sicher als LXR-Liganden identifiziert 143 und ihre seit Jahrzehnten bekannten 
lipidsenkenden Effekte mechanistisch bisher nicht genau erklärt werden 249. 
Wie bereits beschrieben, kann die Bindung der einzelnen Liganden an einen der 
Partner bzw. Rezeptoren des LXR/RXR-Heterodimers zwar zu einer gewissen 
Aktivierung der Transkription führen, eine maximale Aktivierung wird jedoch erst 
durch die Bindung der jeweiligen Agonisten an beide Rezeptoren erreicht 86. Dies 
konnte auch eine Studie an CaCo-2-Zellen mit 22(R)-OHC bezüglich der ABCA1-
Transkription belegen 233. Eine Koinkubation mit 22(R)-OHC und 9-cis RA zeigte im 
Vergleich zu einer alleinigen Inkubation mit 22(R)-OHC auch auf LXRα-
Aktivierungsebene einen starken additiven Effekt. Im Unterschied dazu bewirkte 
die Inkubation mit Stigmasterol ohne oder mit Zusatz von 9-cis RA entsprechend 
der Ergebnisse auf Transkriptionsebene auch keine LXRα-Aktivierung im 
Luciferaseassay. Bei β-Sitosterol zeigte die alleinige Inkubation nur einen geringen 
Effekt und auch bei Koinkubation mit 9-cis RA konnte keine Aktivierung von LXRα 
bzw. sogar eine Reduktion der LXRα-Aktivierung im Vergleich zu 9-cis RA 
beobachtet werden. Es könnte also sogar ein partiell antagonistischer Effekt von 
Phytosterolen bei Koinkubation mit 9-cis RA vorliegen, etwa durch Konkurrenz mit 
potenteren endogenen Liganden von LXRα. 
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Beispielsweise blieb die ABCA1-Expression bei β-Sitosterolinflux in Experimenten 
mit CaCo-2-Zellen unbeeinflusst, was vermuten ließ, dass Phytosterole keine 
Wirkung auf intestinales LXR haben 175. Andererseits wurde aber auch am selben 
Zellmodell über induktive Effekte von β-Sitosterol und anderen Phytosterolen und -
stanolen auf die LXR-Aktivierung berichtet 246. 
In Zusammenschau der Ergebnisse mit Stigmasterol und β-Sitosterol auf die 
Genexpression und Aktivierung von LXRα und ABCA1 konnten an CaCo-2-Zellen 
keine konsistenten Effekte der nativen Phytosterole nachgewiesen werden, welche 
die lipidsenkende Wirkung von Phytosterolen durch eine LXR-abhängige 
enterozytäre Induktion der Expression von ABCA1 erklären könnten. Somit 
konnten die Ergebnisse von Field et al. bestätigt werden 175. 
Die Koinkubation von 22(R)-OHC mit 9-cis RA als Positivkontrolle zeigte auf LXRα-
Aktivierungsebene und auf die ABCA1-Transkription einen starken induktiven 
Effekt, nicht aber auf die Transkription von LXRα. Ähnliche Resultate ergaben sich 
ebenfalls, wie bereits diskutiert, bei Stimulationen mit verschiedenen 
Hydroxycholesterolen auf LXRα- und ABCA1-Transkriptionsebene.  
Ein potentieller Mechanismus, der die LXRα-Expression auf Transkriptionsebene 
beeinflussen könnte, ist die Fähigkeit von LXRα zur Induktion der eigenen 
Expression über eine Autoregulationsschleife. Dieser Mechanismus konnte unter 
Verwendung synthetischer sowie teilweise natürlicher Liganden, wie 22(R)-
Hydroxycholesterol oder 24(S),25-Epoxycholesterol, bereits bei mehreren anderen 
humanen Zelltypen, wie beispielsweise dermalen Fibroblasten, einer Leberzelllinie 
(Huh-7), vor allem aber bei primären Makrophagen und THP-1-Zellen, gezeigt 
werden 92,93,239. Das Potential des humanen LXRα (hLXRα), sich selbst zu 
induzieren, basiert auf drei im humanen LXRα-Promotor identifizierte LXR-
Bindestellen. Die singuläre LXRE Typ I-Stelle besitzt eine starke Affinität sowohl 
zu LXRα als auch zu LXRβ, während die anderen beiden identischen LXREs vom 
Typ II bevorzugt LXRα, jedoch mit schwächerer Affinität binden. Für LXRβ selbst 
bestehen im Übrigen gegenwärtig keine Hinweise darauf, dass diese Isoform des 
nukleären Transkriptionsfaktors LXR eine Autoregulationsschleife besitzen könnte. 
Außerdem konnte der potente synthetische LXR-Ligand T0901317 keine Induktion 
von hLXRβ bewirken. Im Vergleich zu LXRE Typ I, das wahrscheinlich eine 
entscheidende Rolle in der Vermittlung der Induktion des hLXRα-Gens spielt, 
scheinen die LXREs von Typ II diesbezüglich von geringerer Bedeutung zu sein. 
Dennoch könnten Letztere durch ihre offensichtliche Präferenz für LXRα eine 
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akkommodierende Funktion für die selektive Autoinduktion von LXRα haben 239 
(Abbildung 35).  
 
                           
Abbildung 35: Die oberen beiden Abbildungen zeigen eine schematische Darstellung der drei LXREs 
innerhalb des hLXRα-Promotors und die realen Sequenzen in Position -4139/-4115 (LXRE Typ I) und -
3290/-3266 bzw. -2918/-2894 (LXREs Typ II). In den unteren Abbildungen sind die Ergebnisse aus 
EMSAs (electrophoretic mobility shift assays) unter Verwendung von in vitro translatiertem LXRα- und 
LXRβ- bzw. RXR-Protein sowie der beiden gelabelten LXRE-Typen dargestellt. Sowohl LXRα:RXR als 
auch LXRβ:RXR binden mit hoher Affinität an LXRE Typ I (Lane 7 und 8). An LXRE Typ II hingegen 
erfolgt eine Bindung von LXRα:RXR mit schwächerer Affinität (Lane 15), während LXRβ:RXR nicht zu 
binden scheint (Lane 16). Zum Vergleich ist außerdem die Bindung von LXRα:RXR und LXRβ:RXR an 
ein LXRE des ABCA1-Promotors (Lanes 1, 9 und 2, 10) abgebildet (aus Li et al. 2002 239).  
 
In Zusammenschau der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit und unter 
Berücksichtigung der in anderen Zellen nachgewiesenen Autoregulationsschleife 
für das hLXRα-Gen sind mehrere Erklärungen für die fehlende Induktion der LXRα-
Genexpression auf Transkriptionsebene trotz deutlicher Stimulation auf LXRα-
Aktivierungsebene und die ABCA1-Genexpression denkbar: 
Studien an mehreren Zelllinien erbrachten hiermit gut vereinbare Resultate 93,239. 
Auch hier induzierten synthetische und natürliche LXR-Liganden bei gleichzeitiger 
deutlicher Stimulation der Genexpression von ABCA1 auf Transkriptionsebene die 
LXRα-Expression wenig bzw. nicht, so in primären humanen Hepatozyten, 
humanen Adipozyten, einer humanen fetalen Intestinalzelllinie (FHs74), einer 
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murinen monozytoiden Makrophagenzellinie (RAW 264.7) und in murinen 
peritonealen Makrophagen. Nur bei humanen Makrophagen bzw. THP-1-Zellen 
konnte dagegen eine deutliche Stimulation der transkriptionellen LXRα-Expression 
gezeigt werden. Aufgrund dieser Daten wurde vermutet, dass die LXRα-
Autoregulationsschleife ein für humane Makrophagen spezifischer Mechanismus 
sein könnte. 93. Eine andere Studie bestätigte diese Ergebnisse zwar hinsichtlich 
der THP-1-Zellen, konnte den Effekt der positiven Feedbackschleife aber zudem 
auch in humanen dermalen Fibroblasten, einer humanen Leberzelllinie (Huh-7) 
sowie HepG2-Zellen nachweisen 239.  
Die fehlende Induktion der LXRα-Genexpression in murinen Makrophagen kann 
sogar molekular erklärt werden: Im Unterschied zum humanen Promotor konnten 
keine der LXRE-Typen innerhalb des murinen LXRα-Promotors identifiziert werden 
239. Im Hinblick auf die in dieser Arbeit verwendeten CaCo-2-Zellen ergibt sich 
somit die Vermutung, dass diese intestinale humane Zelllinie, ähnlich wie die 
fetale humane Intestinalzelllinie FHs74 93, keinen solchen 
Autoregulationsmechanismus nutzt. Die Transkriptionsinduktion von ABCA1-
mRNA bei gleichzeitig unveränderter LXRα-Transkription nach LXRα-Aktivierung 
durch Oxycholesterole, wie 22(R)-OHC, spricht gegen eine Autoinduktion von 
LXRα in CaCo-2-Zellen. Auch die Induktion von ABCA1 in murinen Zellen (z.B. 
RAW 264.7) ohne Induktion der LXRα-Expression passt zu diesen Befunden 93. 
Theoretisch vorstellbar wäre auch eine bereits unter Basalbedingungen in CaCo-2-
Zellen maximal aktivierte Autoinduktion von LXRα, die deshalb nicht weiter 
steigerbar ist. Dazu könnten die Transfektionsversuche mit Huh-7-Zellen 
aufschlussreich sein. In diesen Zellen reichten die endogenen LXR-Rezeptoren 
alleinig unter Zusatz des LXR-Liganden T0901317 aus, um eine Induktion bei 
LXRE vom Typ I im Promotor zu bewirken. Die Transfektion mit entweder LXRα-
luc oder LXRβ-luc führte sogar ohne exogene Liganden zu einer starken Induktion 
der Reportergenaktivität. Die Zugabe von exogenen Liganden konnte die Aktivität 
nur noch minimal steigern. Diese Ergebnisse sind wahrscheinlich durch die hohe 
basale Aktivierung durch putative endogene Liganden bei alleiniger Transfektion 
des LXRE-Rezeptorkonstrukts bedingt, die bereits in einer Sättigung der Reaktion 
resultiert. 
Im Gegensatz dazu ist die Aktivierung des LXREs vom Typ II gänzlich von der 
Stimulation durch Rezeptoren und Liganden abhängig, wobei hier eine deutliche 
Präferenz für LXRα im Vergleich zu LXRβ besteht. Da aber vor allem LXRE Typ I 
ein stärkerer Mediator der Aktivierung von LXRα und auch LXRβ im Vergleich zu 
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LXRE Typ II zu sein scheint, ist Letzteres trotz seiner Selektivität für LXRα 
hinsichtlich der basalen Rezeptoraktivität vermutlich zu vernachlässigen 239. 
Ein weiterer Faktor könnte die Wahl der Inkubationsdauer für die transkriptionelle 
LXRα-Genexpression darstellen. Die Inkubationsdauer von 3 und 24 h in der 
vorliegenden Arbeit stimmt mit einer Studie weitgehend überein, in der an THP-1-
Zellen bei Inkubation mit T0901317 gezeigt werden konnte, dass die LXRα-
Genexpression erstmals nach 2 h ansteigt, sich bis 12 h weiter erhöht und dieses 
Niveau mindestens bis 24 h aufrechterhalten wird 239. 
Zusammenfassend sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit an CaCo-2-Zellen 
weitgehend konsistent mit diesen Arbeiten und können die ABCA1-Induktion trotz 
zumindest bis 24 h fehlender transkriptioneller Induktion von LXRα erklären. 
5.2.3 Desmosterol induziert die Transkription von ABCA1 in CaCo-2-
Zellen nicht 
Als weiteres natives Sterol, außer den beiden Phytosterolen Stigmasterol und β-
Sitosterol, wurde auch die Wirkung von Desmosterol auf die Transkription ABCA1-
spezifischer mRNA in CaCo-2-Zellen untersucht, da dies auf Proteinebene an CHO-
7-Zellen in einer neueren Studie beschrieben wurde 89. 
Bei Desmosterol handelt es sich um ein spätes Zwischenprodukt der 
Cholesterinbiosynthese 89, das im Stoffwechselweg nach Bloch das unmittelbare 
Vorläufermolekül des Cholesterins darstellt 250. Darüber hinaus kann Cholesterin 
jedoch auch über den Kandutsch-Russel-Stoffwecheselweg synthetisiert werden, 
wobei hier 7-Dehydrocholesterol als direkter Cholesterinvorläufer fungiert 251. 
Diese gelten bislang als die beiden Hauptsynthesewege des Cholesterins 252. 
Nachdem sie bei Acetat beginnend über zahlreiche Kondensationsschritte über 
Squalen und 2,3-Oxidosqualen gemeinsam verlaufen 89, erfolgt die Trennung der 
beiden Stoffwechselwege ab Lanosterol. Ausgehend von Lanosterol kann der 
weitere Syntheseprozess nun über einen der beiden Stoffwechselwege erfolgen. 
Hierbei spielt der Zeitpunkt, zu dem die Reduktion der Doppelbindung in Position 
C24 der Seitenkette stattfindet, eine entscheidende Rolle. Bleibt die 
Doppelbindung bis zuletzt erhalten, nimmt die Cholesterinsynthese ihren Weg 
über Desmosterol (Bloch-Stoffwechselweg). Wird die Doppelbindung hingegen 
schon zu einem früheren Zeitpunkt reduziert, dann führt dies letztlich zur Bildung 
von 7-Dehydrocholesterol (Kandutsch-Russel-Stoffwechselweg). Bislang ist die 
biologische Bedeutung der Existenz alternativer Wege der Cholesterinsynthese 
nicht bekannt 89,253,254 (Abbildung 36). 
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Abbildung 36: Schematische Illustration des Cholesterinbiosynthesewegs über Desmosterol (Bloch-
Stoffwechselweg) oder 7-Dehydrocholesterol (Kandutsch-Russel-Stoffwechselweg) (aus Megha et al. 
2006 252). Die Reduktion der Doppelbindung zwischen C24 und C25 kann hierbei zu verschiedenen 
früheren Zeitpunkten stattfinden. 
 
Desmosterol stellt neben Cholesterin auch eine relativ häufige strukturelle 
Komponente in der Membran von Säugetierzellen, wie z.B. Spermien oder 
Astrozyten dar 255,256. Es gibt Hinweise, dass Desmosterol in Säugetierzellen die 
Funktion von Cholesterin in der Lipidmembran sogar ersetzen kann 257. Im 
Gegensatz zum Cholesterin ist die Desorption von Desmosterol aus der 
Plasmamembran und der dadurch bedingte zelluläre Efflux jedoch viel effektiver 
258.  
Darüber hinaus wird auch spekuliert, dass Desmosterol nicht nur ein regulatorisch 
inertes Vorläufermolekül von Cholesterin sein könnte. Eine Studie, in der die 
Generierung von 25-Hydroxycholesterol aus Desmosterol überprüft werden sollte, 
konnte dies zwar nicht nachweisen, dafür erfolgte aber unerwartet eine Bildung 
von 24(S),25-Epoxycholesterol, das gewöhnlich über 2,3-Oxidosqualen 
synthetisiert wird 259.  
In der vorliegenden Arbeit bewirkte die Stimulation von CaCo-2-Zellen mit 
Desmosterol weder nach 3 noch nach 24 h eine wesentliche Induktion der 
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Genexpression von ABCA1 auf Transkriptionsebene. Auf Proteinebene konnte 
ebenfalls nach 3 und 48 h keine, jedoch nach einer 24-stündigen Stimulation eine 
offensichtlich passagere, mäßige ABCA1-Proteinexpression beobachtet werden. 
Hier könnte, ähnlich wie im Zusammenhang mit der Proteinexpression von ABCA1 
bei 22(R)-OHC bereits erwähnt (5.2.1), die ABCA1-Expression teilweise über die 
ABCA1-Proteinstabilität beeinflusst sein und somit die Abbaukinetik des ABCA1-
Proteins eine Rolle spielen 244. 
Eine kürzliche Studie beobachtete in CHO-7-Zellen, dass Desmosterol auch die 
Cholesterinhomöostase über ABCA1 beeinflussen kann. In diesen Zellen bewirkte 
Desmosterol eine LXR-abhängige Induktion von ABCA1. Es wurde vermutet, dass 
dies direkt durch die Doppelbindung zwischen C24 und C25 vermittelt werden 
könnte, da ähnliche Effekte an CHO-7-Zellen auch bei einem anderen 
Cholesterinvorläufer, dem Zymosterol, beobachtet werden konnten 89.  
5.2.4 Desmosterol induziert die Transkription und Aktivierung von LXRα 
in CaCo-2-Zellen nicht 
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der ABCA1-Expression zumindest auf 
Transkriptionsebene zeigte Desmosterol nach einer 3- und 24-stündigen 
Stimulation der Zellen auch keine Induktion der mRNA-Transkription von LXRα. 
Ebenso bewirkte eine Inkubation mit Desmosterol für 24 h keine Induktion der 
LXRα-Aktivierung. 
Es muss unklar bleiben, warum offensichtlich Unterschiede zwischen CaCo-2- und 
CHO-7-Zellen in der Beeinflussung der ABCA1- und LXRα-Genexpression durch 
Desmosterol bestehen. 
Eine naheliegende Erklärung wäre eine unterschiedliche Metabolisierung von 
Desmosterol zu bioaktiven Metaboliten in CHO-7-Zellen und CaCo-2-Zellen. Durch 
eine Trippel-Knock-Out-Variante von murinen embryonalen Fibroblasten, die keine 
24-, 25- und 27-Hydroxylase mehr besitzt, wurde allerdings belegt, dass 
Desmosterol zumindest in diesen artifiziellen Zellen als direkter LXR-Ligand 
fungieren kann. In LXRα/β-defizienten murinen Fibroblasten führte Desmosterol zu 
keiner Induktion der LXR-abhängigen ABCA1-Genexpression 89. 
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5.3 Wirkung chemisch dargestellter Oxystigmasterole auf die 
Genexpression in CaCo-2-Zellen 
5.3.1 Herstellung und Einsatz von Oxystigmasterolen 
Wahrscheinlich werden Oxyphytosterole, ähnlich wie Oxycholesterole, sowohl 
enzymatisch als auch über Autoxidation generiert 190. Oxyphytosterole könnten 
aufgrund ihrer Entstehung aus Phytosterolen, die bekanntermaßen lipidsenkende 
Eigenschaften besitzen 155-161, ähnlich wie Oxycholesterole 189, die 
Cholesterinhomöostase potentiell über den LXR-abhängigen Cholesterinexporter 
ABCA1 beeinflussen. Das Vorkommen von Oxyphytosterolen im Serum gesunder 
Menschen wurde erst kürzlich belegt. Zuerst wurden bei pathologischen 
Zuständen, wie der Phytosterolämie 189 oder dem Morbus Waldenström 198, 
bestimmte Oxypytosterole im Serum nachgewiesen. Später gelang es Grandgirard 
et al. Oxyphytosterole auch im Serum gesunder Probanden nachzuweisen 198. 
Es lag die Vermutung nahe, dass dies im Wesentlichen exogene Oxyphytosterole 
widerspiegelt, die ähnlich wie Oxycholesterole 194, aus der Nahrung intestinal 
absorbiert werden 190. So zeigten Grandgirard et al. zunächst die gute 
Resorbierbarkeit einiger Oxyphytosterole an Ratten 195. Später gelang auch der 
Nachweis einer Oxyphytosterolanreicherung in verschiedenen Geweben bei 
Hamstern nach oraler Gabe 197. Eine weitere Studie konnte direkt belegen, dass 
Oxyphytosterole besser als Phytosterole in die intestinale Lymphe von Ratten 
absorbiert werden 196. Allerdings muss hinsichtlich dieser Daten auch eingeräumt 
werden, dass diese bisher auf Nettoresorptionsmessungen beruhen und deshalb 
vorsichtig zu interpretieren sind, da möglicherweise simultan Absorptions- und 
Reexkretionsvorgänge ablaufen könnten 190. 
Da Oxyphytosterole aus der Nahrung offensichtlich absorbiert werden können und 
die cholesterinsenkenden Eigenschaften von Phytosterolen zur breiten 
Verwendung in Functional Food-Produkten führten, könnte dies erhöhte 
Oxyphytosterolkonzentrationen bedingen 190,198. Aufgrund potentieller 
gesundheitlicher Effekte von Oxyphytosterolen in der Zirkulation 189, erscheint die 
experimentelle Abschätzung möglicher Pathomechanismen von Bedeutung. 
In vitro wurden verschiedene am Sterangerüst und/oder an der Seitenkette 
oxidierte Phytosterolderivate generiert 143,208-213. 
In der vorliegenden Arbeit wurde Stigmasterol als natives Ausgangsphytosterol 
verwendet. Die Wahl erfolgte aufgrund der zwischen C22 und C23 vorhandenen 
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Doppelbindung in der Seitenkette des Stigmasterols. Diese könnte eine 
Prädilektionsstelle für chemische Reaktionen, wie beispielsweise Oxidationen, 
darstellen. Außerdem ist Stigmasterol, neben β-Sitosterol und Campesterol, das in 
der westlichen Ernährung am häufigsten vorkommende Phytosterol 146. Yang et al. 
konnten mittlerweile demonstrieren, dass Stigmasterol die Cholesterinhomöostase 
in CHO-7-Zellen durch die Induktion von ABCA1 über eine LXR-Aktivierung 
beeinflusst. Die Stimulation derselben Zellen mit β-Sitosterol hatte keinen Effekt. 
Infolge dieser und ähnlicher Resultate anderer getesteter desaturierter 
Verbindungen wurde postuliert, dass der LXR-Agonismus durch die Doppelbindung 
in der Seitenkette bedingt sein könnte 89,248. 
Mittels eines Phenoloxidasesystems konnten in der vorliegenden Arbeit durch 
chemische Oxidation von Stigmasterol zahlreiche Oxymetaboliten entweder als 
Reinsubstanzen oder teilgereinigte Gemische hergestellt werden. 
Überraschenderweise wiesen dabei alle erhaltenen Oxystigmasterole eine 
unveränderte Seitenkette und ausschließlich eine Oxidation am Sterangerüst in 
Form von Hydroxy-, Epoxy- und Ketoderivaten auf. Ein bisher nicht genau 
identifiziertes Derivat mit dünnschichtchromatographischem Verhalten wie 22-
OHC trägt nach GC/MS-Daten ebenfalls keine Seitenkettenhydroxylgruppe. Die 
Doppelbindung in der Seitenkette des Stigmasterols erwies sich also gegen 
chemische Oxidation als recht stabil. Andere Studien mit Stigmasterol führten 
zwar ebenfalls zu keiner Hydroxylierung der Seitenkette trotz Einsatz 
verschiedener Oxidationssysteme, es gelang aber zumindest eine Hydrogenierung 
der Doppelbindung 143,208-213. Dies unterstützt die Vemutung, dass 
Seitenkettenoxidationen bei Oxyphytosterolen hauptsächlich infolge enzymatischer 
Reaktionen stattfinden, während oxidative Prozesse am Steroidringgerüst der 
Autoxidation zugeschrieben werden 190.  
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit generierten Oxystigmasterole können 
durch Autoxidation auch in der Nahrung entstehen 190. Die Oxidierung des 
Sterangerüsts scheint die gastrointestinale Resorption von Phytosterolen zu 
erhöhen 196. Allerdings könnten Seitenkettenderivate wiederum vergleichsweise 
wahrscheinlicher als potente LXR-Liganden fungieren 132,180.  
5.3.2 Polarere Oxystigmasterole induzieren die Expression von ABCA1 
in CaCo-2-Zellen stärker als weniger polare Oxystigmasterole  
Die Effekte der einzelnen Oxystigmasterole auf die Transkription ABCA1-
spezifischer mRNA in CaCo-2-Zellen zeigten bei einer Inkubation für 3 h bzw. 24 h 
eine relativ große Bandbreite. Aus praktischen Gründen waren die zu testenden 
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Oxystigmasterole bei den Inkubationen in zwei Gruppen stets parallel geführt 
worden. Bei den polareren Oxystigmasterolen induzierten 7α-Hydroxystigmasterol 
und 7β-Hydroxystigmasterol die Expression der mRNA-Transkription von ABCA1 
nicht wesentlich bzw. nur tendenziell. 7-Ketostigmasterol und 6α-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol sowie das oxidierte Stigmasterol-Gemisch 
1 stimulierten ABCA1 signifikant.  
Der Zeitverlauf stimmt in etwa mit den Ergebnissen einer bereits erwähnten 
Studie überein, in deren Rahmen die Kinetik der Genexpression von ABCA1 unter 
Stimulation mit dem LXR-Liganden T0901317 untersucht wurde. Hier zeigte sich, 
dass die Induktion der ABCA1-mRNA zumindest bei THP-1-Zellen nach einer 
Inkubation von ungefähr 2 h initiiert und bis etwa 24 h aufrechterhalten wird 239.  
Im Gegensatz zur Gruppe der polareren Oxystigmasterole bewirkten weniger 
polare Oxystigmasterole, bis auf zwei Ausnahmen, nur eine schwächere bzw. keine 
relevante Stimulation der Transkription ABCA1-spezifischer mRNA. 
Nach einer 3-stündigen Inkubation zeigten nur 7-Dehydrostigmasterol/7β-
Hydroxystigmasterol eine signifikante und 5,6α-/5,6β-Epoxystigmasterol eine 
tendenzielle Induktion, während die übrigen, weniger polaren 
Stigmasterolderivate keine Induktion der ABCA1-Genexpression auf 
Transkriptionsebene bewirkten. Auch das Produkt der Oxidationsreaktion, das als 
„unbekannte Verbindung“ bezeichnet wurde, bewirkte keine Induktion. Dieser 
Metabolit konnte als einziges der im Rahmen der Oxidation von Stigmasterol 
entstandenen Derivate bisher strukturell nicht eindeutig identifiziert werden. 
Dennoch ist in Anlehnung an die Analogie bei der Fragmentierung von 
Cholesterinverbindungen zumindest der Ausschluss bereits bekannter 
Verbindungen möglich. Am wahrscheinlichsten ist eine Verbindung, die, wie 7-
Dehydrostigmasterol, eine zusätzliche Doppelbindung in einem Ring des 
Sterangerüsts besitzt und ferner auch über eine weitere Hydroxyl- oder 
Ketogruppe verfügt. Interessanterweise entsteht ein unbekanntes Produkt mit 
analogem Spektrum auch bei der Oxidation von Cholesterin oder Sitosterol. In der 
Literatur wurde auch dieses Cholesterinprodukt jedoch bislang noch nicht 
beschrieben.  
Die Stimulation der CaCo-2-Zellen mit weniger polaren Oxystigmasterolen für 24 h 
zeigte durchgehend bei allen Oxystigmasterolen keine relevante Induktion der 
mRNA-Transkription von ABCA1. Insgesamt sind somit die Effekte der weniger 
polaren Oxystigmasterole auf die ABCA1-Expression geringer. Nur 7-
Dehydrostigmasterol/7β-Hydroxystigmasterol scheint eine, allerdings passagere, 
Induktion von ABCA1 zu vermitteln. 
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Die Überprüfung der fünf effektivsten Oxystigmasterole aus der Gruppe der 
polareren Oxystigmasterole auch hinsichtlich ihrer Wirkung auf die 
Proteinexpression von ABCA1 ergab nach einer Inkubationsdauer von 24 h 
weitgehend analoge Ergebnisse zur RNA-Ebene mit auch auf Proteinebene 
geringster Aktivität von 7β-Hydroxystigmasterol (Abbildung 34). Der Effekt der 
fünf Oxystigmasterole war aber dabei im Vergleich zur Positivkontrolle 22(R)-OHC 
auf Transkriptions- und auch Proteinebene schwächer ausgeprägt. 
Des Weiteren sollte sichergestellt werden, dass die induktiven Effekte der 
Oxystigmasterole auf die Genexpression von ABCA1 nicht durch mitgeschleppte 
Rückstände aus dem verwendeten Oxidationssystem verursacht wurden. Dies kann 
jedoch eindeutig ausgeschlossen werden: Die Testung des mitgeführten 
Oxidationsblanks, ein analog aufgearbeiteter Oxidationsansatz, in dem kein 
Stigmasterol eingesetzt worden war, bewirkte durchgehend keine Induktion der 
mRNA-Transkription von ABCA1. 
Auch für die Zytotoxizität, die im Zusammenhang mit potentiellen schädlichen 
Auswirkungen von Oxyphytosterolen postuliert wurde 190, gab es im Rahmen der 
verwendeten Konzentrationen keine Anzeichen. 
Somit können chemische Oxystigmasterole, die ausschließlich am Sterangerüst 
oxidiert sind, von CaCo-2-Zellen als humanes Enterozytenmodell in vitro 
aufgenommen werden. Dies stimmt mit tierexperimentellen Ergebnissen von 
Tomoyori et al. 196 und Grandgirard et al. 197 überein, welche die Absorption von 
Oxyphytosterolen bzw. Oxystigmasterolen in vivo an Hamstern und Ratten 
demonstriert hatten. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass Oxyphytosterole mit 
desaturierten Seitenketten, wie beispielsweise Stigmasterol, im humanen 
Intestinum schlechter als solche mit saturierten Seitenketten absorbiert werden 
198. In Anbetracht der noch weitgehend ungeklärten humanen in vivo Situation 
könnte dies zur meist mäßigen Stimulation von ABCA1 in CaCo-2-Zellen durch 
Oxystigmasterole in der vorliegenden Arbeit beitragen. 
Die meisten der hier untersuchten Oxystigmasterole wiesen analoge Strukturen 
auf, wie sie bei den häufigsten Oxycholesterolen und seitenkettengesättigten 
Oxyphytosterolen, die infolge autoxidativer Prozesse am Steroidringgerüst 
entstehen, bereits in vivo gefunden wurden 129,190. Somit sollten die 
entsprechenden chemischen Oxystigmasterole die in vivo Bedingungen 
widerspiegeln. 
Ferner scheinen vor allem die polareren Oxystigmasterole als Einzelverbindungen 
oder in Gemischen eine größere Aktivität zu besitzen. Die Unterschiede in der 
Aktivität der chemischen Oxystigmasterole könnten durch Unterschiede in der 
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Absorption bedingt sein. Die Absorption könnte sowohl durch die Struktur der 
Seitenkette des Ausgangsphytosterols, in diesem Fall also Stigmasterol, als 
andererseits auch durch die Stellung der funktionellen Gruppe beeinflusst werden. 
Hydroxyderivate von Phytosterolen werden offensichtlich bevorzugt im Vergleich 
zu anderen oxidierten Derivaten absorbiert. Ferner scheinen Epoxyderivate besser 
absorbiert zu werden als 7-Ketoderivate 190.  
Dies ist mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit weitgehend vereinbar. So 
erwiesen sich auch in der vorliegenden Arbeit letztlich unter anderem 
Hydroxyderivate von Stigmasterol sowie 7-Ketostigmasterol und 6α-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol als die Verbindungen mit der größten 
Potenz hinsichtlich der ABCA1-Genexpression. Eine höhere Aktivität von 
Epoxyderivaten im Vergleich zu 7-Ketoderivaten lässt sich zumindest für 5,6α-
/5,6β-Epoxystigmasterol in der vorliegenden Arbeit nicht belegen.  
Um auch eventuelle quantitativ geringe, aber besonders potente Oxystigmasterole 
nicht zu übersehen, die bei der Aufreinigung verloren gehen könnten, wurden auch 
nicht vollständig gereinigte Gemische der Oxidationsprodukte von Stigmasterol 
untersucht. Interessanterweise gehörte auch das oxidierte Stigmasterol-Gemisch 1 
zu den potentesten Stimuli, obwohl es neben einem kleineren Anteil von 5,6β-
Epoxystigmasterol vor allem größere Mengen von 7-Dehydrostigmasterol enthielt. 
Der Effekt des Gemischs ist wahrscheinlich durch die übrigen, teilweise größeren 
6α-, 7α- und 7β-Hydroxyderivatanteile sowie 7-Ketoderivatanteile erklärbar. 
Die passagere Induktion durch 7-Dehydrostigmasterol/7β-Hydroxystigmasterol 
nach einer Inkubationsdauer von 3 h ist vermutlich vor allem auf eine frühe 
induktive Potenz von 7-Dehydrostigmasterol zurückzuführen, da 7β-
Hydroxystigmasterol allein nur eine späte tendenzielle Induktion gezeigt hatte.  
Das weniger oxidierte Stigmasterol-Gemisch 2 stimulierte ebenfalls kaum. Dies ist 
wahrscheinlich vor allem durch den hohen Anteil an nativem Stigmasterol 
erklärbar. 
Die potenteren Oxystigmasterole bzw. Oxystigmasterolgemische besitzen 
weitgehend eine einzelne Doppelbindung in ihrem Sterangerüst. Verbindungen, 
die keine Doppelbindung im Sterangerüst besitzen, könnten potentiell auch 
schlechter absorbiert werden. Zumindest Letzteres konnte bereits durch eine 
Studie am Beispiel von Sitosterol bzw. Sitostanol gezeigt werden, die belegte, dass 
die Saturation der Doppelbindung durch Hydrogenierung in einer verringerten 
Absorption resultiert. Somit bestehen Hinweise auf eine mögliche Beeinflussung 
der Absorption durch die Anwesenheit einer Doppelbindung im Sterangerüst 153. 
5 Diskussion 107 
Die Frage, ob die synthetisierten Oxystigmasterole absorbiert werden, konnte 
durch bereits erwähnte Studien an Ratten und Mäusen bejaht werden 195-197. Bei 
den in diesen Studien verwendeten Oxyphytosterolen handelte es sich 
ausschließlich um Derivate von β-Sitosterol, Campesterol oder Stigmasterol, die 
ebenfalls nur am Sterangerüst und nicht an der Seitenkette oxidiert waren. Ob 
dies auch auf die Absorption im humanen Intestinum zutrifft, konnte bisher noch 
nicht direkt untersucht werden. Im Rahmen einer Studie, bei der das Plasma von 
gesunden Probanden auf die Präsenz von Oxyphytosterolen hin analysiert wurde, 
konnten mehrere Derivate von β-Sitosterol und ein Campesterolderivat in sehr 
geringer Konzentration, aber interessanterweise keine Oxyphytosterole mit 
desaturierten Seitenketten, wie beispielsweise Oxystigmasterole, nachgewiesen 
werden 198. Dies könnte einerseits bedeuten, dass in Position C22-C23 ungesättigte 
Oxyphytosterole schlechter absorbiert oder in vivo rascher metabolisiert werden 
können. Andererseits könnten β-Sitosterol und Campesterol besser absorbiert oder 
leichter oxidiert werden. Es ist durchaus plausibel, dass, wie bei nativen 
Phytosterolen, die Struktur der Seitenkette den Grad der Absorption von 
Oxyphytosterolen beeinflusst 190. Hinweise darauf geben auch Studien an Ratten, 
die konsistente Daten über eine bessere Absorption oxidierter Metaboliten von 
Campesterol im Vergleich zu Oxymetaboliten von β-Sitosterol lieferten 195,196. Der 
bisher fehlende Nachweis von Oxyphytosterolen mit desaturierter Seitenkette in 
Position C22-C23 im humanen Plasma könnte aber zumindest teilweise dadurch 
bedingt sein, dass auch die Phytosterole, von denen diese Oxyphytosterole 
abstammen, in geringeren Mengen in der Nahrung vorhanden sind. Wie schon 
erwähnt, ist β-Sitosterol mit 45-95 % das am häufigsten in Pflanzen bzw. 
Samenölen vorkommende Phytosterol, gefolgt von Campesterol mit 30 % und 
Stigmasterol mit 25 % 247. Dies dürfte zur Folge haben, dass auch unterschiedliche 
Mengen der verschiedenen Oxyphytosterole etwa infolge von 
Autoxidationsprozessen in der Nahrung vorkommen oder auch die enzymatische 
Oxidation von Phytosterolen im Körper ihr Vorkommen in der Nahrung reflektiert. 
Speziell Stigmasterol wird im Vergleich zu β-Sitosterol und Campesterol aber 
möglicherweise bevorzugt biliär sezerniert: ABCG5/G8-defiziente Mäuse wiesen 
jedenfalls eine überproportionale Akkumulation von Stigmasterol vor allem in 
Plasma und Leber auf 260. 
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5.3.3 Oxystigmasterole induzieren keine vermehrte Transkription von 
LXRα in CaCo-2-Zellen 
Die Inkubation der CaCo-2-Zellen mit der Gruppe der polareren Oxystigmasterole 
zeigte weder nach 3 noch nach 24 h eine relevante Induktion LXRα-spezifischer 
mRNA. Dagegen zeigte sich bei der LXRα-Aktivierung mit den polareren 
Oxystigmasterolen zumindest eine tendenzielle Induktion. So aktivierte 7α-
Hydroxystigmasterol bzw. 6α-Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol in 
steigender Konzentration, ähnlich wie die ABCA1-Transkription, nach 24-stündiger 
Stimulation LXRα mäßig und 7β-Hydroxystigmasterol geringer. Allerdings bewirkte 
7-Ketostigmasterol im LXRE-Aktivierungsassay nach 24 h nur eine geringe LXRα-
Aktivierung. Auch das oxidierte Stigmasterol-Gemisch 1 zeigte keine Stimulation 
der Aktivität von LXRα trotz der mäßigen Induktion der Genexpression von ABCA1. 
Die Stimulation der Zellen mit den weniger polaren Oxystigmasterolen für 3 und 
24 h zeigte keine relevante Induktion LXRα-spezifischer mRNA und außerdem in 
Übereinstimmung mit den Ergebnissen der ABCA1-Genexpression keine 
signifikante LXRα-Aktivierung nach 24-stündiger Inkubation auf. Lediglich 7-
Dehydrostigmasterol/7β-Hydroxystigmasterol bzw. das oxidierte Stigmasterol-
Gemisch 2 in der niedrigeren Konzentration bewirkten eine tendenzielle LXRα-
Aktivierung passend zur ABCA1-Transkriptionsebene.  
Wie erwartet und auf ABCA1- sowie LXRα-Transkriptionsebene bereits 
nachgewiesen, stimulierte der bei den Proben mitgeführte Oxidationsblank auch 
die Aktivierung von LXRα nicht. Demzufolge konnten unspezifische Effekte von 
eventuell mitgeschleppten Oxidationsreagenzien auch hier ausgeschlossen 
werden. 
Somit erfordert die Stimulation von ABCA1 durch Oxystigmasterole keine 
vermehrte Expression von LXRα. Wie auch schon im Zusammenhang mit 
Hydroxycholesterolen diskutiert, könnte eine bereits maximale, autoregulatorisch 
bedingte Basalexpression von LXRα in der eingesetzten Zelllinie vorliegen. 
Dagegen fand sich bei der Aktivierung von LXRα weitgehend parallel zu den 
Resultaten auf ABCA1-Transkriptionsebene eine stärkere LXRα-Aktivierung durch 
die Gruppe der polareren im Vergleich zu den unpolareren Oxystigmasterolen. 
Für die Aktivierung von LXRα scheint eine Seitenkettenoxidation von Sterolen 
nicht zwingend notwendig zu sein und bereits der Doppelbindung in der 
Seitenkette könnte eine intrinsische Aktivität zukommen. Dies wurde kürzlich von 
Yang et al. auch für Stigmasterol und Desmosterol postuliert 89. Die Art der 
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Oxidation am Sterangerüst der synthetischen Oxystigmasterole könnte die 
intrazelluläre Verfügbarkeit durch Verbesserung der Absorption beeinflussen 190. 
Neben der intrinsischen Aktivität von am Sterangerüst oxidierten, 
seitenkettenungesättigten Oxyphytosterolen könnte schließlich noch eine 
Konkurrenz mit endogenen Oxycholesterolen um Oxysterol Binding Protein 242 oder 
Abbauwege 261 von Bedeutung sein. 
5.4 Potentielle medizinische Relevanz von Oxyphytosterolen 
Wie schon erwähnt, existieren bereits Hinweise auf biologische Wirkungen von 
Oxyphytosterolen. So wurden lipidsenkende und antidiabetische Effekte 199-201 
ebenso wie die Beeinflussung von Entzündungsreaktionen und des Immunsystems  
vermutet 202. Darüber hinaus bestehen Hinweise auf eine Interferenz von 
Oxyphytosterolen mit Steroidhormonrezeptoren 203 und der Kapazität von 
Cytochrom P450 204. 
Der wohl interessanteste postulierte Effekt ist die Modulation des 
Cholesterinmetabolismus über die Aktivierung von LXR 143. In der vorliegenden 
Arbeit fanden sich geringe bis mäßige Effekte vor allem polarerer Oxyphytosterole 
auf die ABCA1-Genexpression über eine LXRα-Aktivierung. Für die Aktivierung von 
LXRα ist ein Seitenkettenprodukt offenbar nicht zwingend notwendig, wie kürzlich 
auch von Yang et al. gezeigt 89. Ob der in vivo Oxidation von Phytosterolen, 
insbesondere auch am Sterangerüst, physiologische Bedeutung zukommt, ist noch 
unklar. Jedenfalls ist der Effekt exogener, am Ringsystem oxidierter 
Oxyphytosterole auf die LXR-abhängige ABCA1-Genexpression schwächer als der 
von Seitenkettenhydroxycholesterolen, aber stärker als der nativer Phytosterole. 
Ob dies nur durch Einfluss auf die zelluläre Aufnahme und die verfügbaren 
Konzentrationen oder auch durch höhere intrinsische Aktivität bedingt ist, ist 
derzeit noch unklar. 
Bezüglich möglicher Nebenwirkungen von Oxyphytosterolen wurden aufgrund der 
vorliegenden strukturellen Ähnlichkeit zu Oxycholesterolen im Wesentlichen eine 
potentielle Zytotoxizität 206 und eine potentielle proatherogene Wirkung 189 
vermutet. Letztere konnte allerdings in einer ersten Studie mit hochdosierten 
Oxyphytosterolen am Tiermodell nicht bestätigt werden 196. Da direkte 
Phytosterolanaloga zu Seitenkettenhydroxycholesterolen bisher nicht verfügbar 
sind und vollsynthetische, nichtsteroidale LXR-Agonisten mit unerwünschten 
Nebewirkungen, wie z.B. Hypertriglyceridämie, massiver hepatischer Steatosis 
oder LDL-Erhöhung behaftet sind 96,262-264, könnte die mäßige und teilweise 
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enterozytär selektive Wirkung der auch natürlich in der Nahrung vorkommenden 
Oxystigmasterole eine auf natürlichen Regulationsmechanismen beruhende 
Modulation des Cholesterinmetabolismus erlauben. 
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6 Zusammenfassung 
Phytosterole sind die C24-alkylsubstituierten und teilweise 
sterolseitenkettendesaturierten Cholesterinanaloga des Pflanzenreichs. Trotz 
vergleichbarer Zufuhr mit der Nahrung (100-300 mg/d) werden sie wesentlich 
schlechter systemisch absorbiert (0,4-3,5 %) als Cholesterin (ca. 50 %). Aufgrund 
der cholesterinsenkenden Wirkung in hoher Dosis (2-2,5 g/d) werden Phytosterole 
zunehmend „funktionellen Lebensmitteln“ beigemischt, obwohl der lange 
behauptete Wirkungsmechanismus einer rein intraluminalen Interferenz mit der 
mizellaren Solubilisierung von Cholesterol nicht mehr haltbar ist. 
Die molekulare Aufklärung der genetischen Phytosterolspeicherkrankheit als 
dysfunktionelle Mutation des enterozytär und biliär exprimierten zellulären 
Phytosterolreexporters ABCG5/G8 unterstützt einen intrazellulären enterozytären 
oder sogar hepatisch-biliären Angriffspunkt von Phytosterolen auf den 
Cholesterinmetabolismus. Die zelluläre Cholesterinhomöostase wird wesentlich 
über Oxycholesterole gesteuert, die den nukleären Transkriptionsfaktor LXRα 
aktivieren, der seinerseits die Expression von Schlüsselproteinen, wie des 
zellulären Cholesterinexporters ABCA1, stimuliert. Die Effekte von Phytosterolen 
auf den Cholesterinstoffwechsel könnte also über Oxysterole und LXRα vermittelt 
werden. Stigmasterol als häufigstes Phytosterol mit einer C22,23-Doppelbindung 
als Prädilektionsstelle für Oxidation schien besonders als Präkursor für LXR-
agonistische Oxyphytosterole prädestiniert. 
Deshalb wurde Stigmasterol chemisch oxidiert, die dargestellten Oxymetaboliten 
aufgereinigt, identifiziert und an der humanen, enterozytär differenzierten Zelllinie 
CaCo-2 auf ihre biologische Aktivität untersucht. Dazu wurde mittels quantitativer 
Real-time RT-PCR die mRNA-Expression von ABCA1 und LXRα, mittels 
Reportergenassay die Aktivierung der LXRα-abhängigen Transkription und mittels 
Western-Blot die Proteinexpression von ABCA1 gemessen. 
Die chemische Oxidation von Stigmasterol generierte mehrere Hydroxy-, Epoxy-
und Ketoderivate, deren Oxidation aber ausschließlich am Sterangerüst erfolgte. 
Somit erwies sich die C22,23-Doppelbindung als unerwartet stabil gegen 
chemische Oxidation. ABCA1 konnte in CaCo-2 Zellen mit 22(R)-
Hydroxycholesterol als Standardstimulus induziert werden. Natives Stigmasterol 
und β-Sitosterol stimulierten die Expression von ABCA1 nicht. Auch der C24,25-
ungesättigte Cholesterinpräkursor Desmosterol stimulierte ABCA1 nur passager 
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auf Proteinebene. Von den am Sterolgerüst modifizierten Stigmasterolderivaten 
induzierten mehrere, vor allem polarere Produkte signifikant die mRNA- und 
Proteinexpression von ABCA1, so 7-Ketostigmasterol und 6α-Hydroxystigmasterol 
sowie tendenziell 7β-Hydroxystigmasterol. Von den weniger polaren Derivaten 
stimulierte allenfalls 7-Dehydrostigmasterol passager die Expression von ABCA1. 
Diese Stigmasterolderivate steigerten auch tendenziell die Transkription eines 
Konstrukts aus einem LXRα-responsiblen Element und einem Luciferase-
Reportergen. Die mRNA-Expression von LXRα selbst wurde durch keines der 
Stigmasterolderivate stimuliert.  
Trotz der Seitenkettendoppelbindung konnten durch chemische Oxidation keine an 
der Seitenkette oxidierten Derivate von Stigmasterol dargestellt werden. Polarere, 
am Sterolgerüst oxidierte Derivate stimulierten die ABCA1-Expression am 
Enterozytenmodell offensichtlich über die Aktivierung von LXRα. Für diese Effekte 
könnte sowohl eine bessere intrazelluläre Verfügbarkeit, Verdrängung endogener 
Oxycholesterole von Oxysterol Binding Proteinen als auch eine höhere intrinsische 
Aktivität für LXRα-Stimulation von am Sterolkern modifizierten Oxyderivaten im 
Vergleich zu nativem Stigmasterol verantwortlich sein. LXRα-agonistische 
Oxyderivate könnten durch das besondere Verteilungsmuster von Phytosterolen 
Vorteile gegenüber synthetischen LXRα-Agonisten bieten. 
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Abbildung 37: Schema der eigenen Resultate mit Stigmasterol/Stigmasteroloxyderivaten (grün) bzw. 
Cholesterinoxyderivaten (rot) und aus der Literatur bekannter (schwarz) oder potentieller (gestrichelt) 
Interaktionsmechanismen 
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A Anhang 
Retentionszeiten und Massenspektren von Oxystigmasterolen 
(nach Johannes and Lorenz 2004 212) 
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Abbildung 38: Gaschromatogramm (A) und Massenspektrum (B) von 7α-Hydroxystigmasterol 
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Abbildung 39: Gaschromatogramm (A) und Massenspektrum (B) von 7β-Hydroxystigmasterol 
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Abbildung 40: Gaschromatogramm (A) und Massenspektrum (B) von 7-Ketostigmasterol 
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Abbildung 41: Gaschromatogramm von 6α-Hydroxystigmasterol+7-Ketostigmasterol (A) und 
Massenspektren von 6α–Hydroxystigmasterol (B) sowie 7-Ketostigmasterol (C)  
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Abbildung 42: Gaschromatogramm vom oxidierten Stigmasterol-Gemisch 1 
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Abbildung 43: Gaschromatogramm von 7-Dehydrostigmasterol+7β-Hydroxystigmasterol (A) und 
Massenspektren von 7-Dehydrostigmasterol (B) sowie 7β-Hydroxystigmasterol (C) 
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Abbildung 44: Gaschromatogramm von 5,6α-+5,6β-Epoxystigmasterol (A) und Massenspektren von 
5,6α-Epoxystigmasterol (B) sowie 5,6β-Epoxystigmasterol (C) 
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Abbildung 45: Gaschromatogramm vom oxidierten Stigmasterol-Gemisch 2 (A) und Massenspektren von 
nativem Stigmasterol (B) sowie 7-Dehydrostigmasterol+7β-Hydroxystigmasterol (C) 
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Abbildung 46: Gaschromatogramm (A) und Massenspektrum (B) von der unbekannten Verbindung 
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Abbildung 47: Gaschromatogramm (A) und Massenspektrum (B) von Δ5,7-Stigmasta-3-on 
146 A Anhang 
re
la
tiv
e 
I n
te
ns
itä
t [
%
]
Retentionszeit [min]  
Abbildung 48: Gaschromatogramm vom Oxidationsblank  
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